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El antígeno I/II (Ag I/II) es una adhesina de Streptococcus mutans involucrada en el 
proceso de adhesión al diente y co-agregación bacteriana para la formación de biopelículas y 
producción de la caries dental. El objetivo de esta investigación fue identificar compuestos con 
potencial inhibitorio de adhesión de S. mutans a través del antígeno I/II. Para ello, se realizó una 
búsqueda virtual de 883.551 compuestos, utilizando las cristalizaciones de proteínas (PDB-ID: 
3IPK) y (PDB-ID 3QE5) del Ag I/II disponibles. Se diseñó un protocolo de búsqueda y selección 
de los compuestos basado en la energía de acoplamiento molecular, número de sitios de 
interacción, propiedades ADME (Absorción, Distribución, Metabolismo y Excreción) y 
características tóxicas. Se realizaron ensayos in vitro de citotoxicidad en células de fibroblasto 
periodontal (FLP), de actividad antimicrobiana en S. mutans (LT-11) y C. albicans (NCPF 3179) 
y de adhesión en microplacas de poliestireno con S. mutans, análisis de microscopía electrónica 
de barrido (SEM) y simulación de dinámica molecular. Los compuestos ZI-187, ZI-939 y ZI-906 
obtenidos, no presentaron citotoxicidad sobre células FLP, ni efectos sobre el crecimiento de S. 
mutans y C. albicans (P-valor < 0,001) e inhibieron la adhesión de S. mutans en 95,0% a 100 µM 
con un IC50 de 30,7 µM (ZI-187), 83,1% a 100 µM con un IC50 de 12,6 µM (ZI-939) y 81,7% a 
100 µM con un IC50 de 78,6 µM (ZI-906). Mediante la microscopia electrónica se evidenció que 
el compuesto ZI-187 no generó cambios en la morfología de S. mutans. La simulación de dinámica 
molecular de 300 nanosegundos, comprobó la estabilidad de la interacción entre ZI-187 y 3IPK. 
Se obtuvieron 3 compuestos sin actividad citotóxica ni actividad antimicrobiana, con capacidad de 
inhibir la adhesión de S. mutans y se estableció un protocolo para la búsqueda y selección virtual 






Dental caries is the most prevalent human non-communicable disease, being the 
Streptococcus mutans the most associated microorganism, due to its ability to form biofilms. 
Antigen I/II is a S. mutans adhesin of involved in the adhesion process to the tooth and bacterial 
co-aggregation in the biofilm formation. The aim of this research was to identify compounds with 
adhesion inhibitory potential of Ag I/II S. mutans. A virtual screening from 883,551 compounds 
was carried out, using the available crystal structures for PDB-ID: 3IPK and PDB-ID 3QE5 
proteins of Ag I/II, a search and selection compound pipelines were designed based on molecular 
docking energy, number of interaction sites, Absorption, Distribution, Metabolism, and Excretion 
(ADME) properties, and toxic characteristics. In vitro assays were carried out for cytotoxicity in 
periodontal fibroblast cells (FLP), antimicrobial activity in S. mutans LT-11 and C. albicans 
(NCPF 3179); S. mutans adhesion in polystyrene microplates, analysis of scanning electron 
microscopy and simulation of molecular dynamics. Compounds ZI-187, ZI-939 and ZI-906 did 
not have cytotoxicity on the FLP  cells growth, S. mutans or C. albicans (P-value <0.001), they 
inhibited the adhesion of S. mutans LT-11 on 95% at 100 µM with an IC50: 30.7 µM (ZI-187), 
83.1% at 100 µM with an IC50: 12.6 µM (ZI-939) and 81.7% at 100 µM with IC50: 78,6 µM (ZI-
906). Molecular dynamics simulation by 300 nanoseconds, verified the stability of the interaction 
between ZI-187 and 3IPK. In conclusion, we obtained 3 compounds without apparent  cytotoxic 
activity or antimicrobial activity, with the ability to inhibit the adhesion of S. mutans LT-11, and 
a protocol was established for the search and selection of compounds based on virtual structures 







 La caries dental es una de las enfermedades mas prevalentes en el mundo (1). Esta 
patología es una de las enfermedades orales relacionadas con la alteración de la microbiota oral 
(2) y se caracteriza por la perforación o daño estructural de los dientes conocidas como lesiones 
cariosas (3). Para el desarrollo de la caries hay tres factores de riesgo bien conocidos como son 
factores personales relacionados con el estrato socioeconómico, cobertura de seguro dental, 
actitudes y conocimientos sobre salud bucal e higiene bucal; factores ambientales orales tales como 
saliva, flúor, la goma de mascar, pH, bacterias, calcio, fosfatos y proteínas; y finalmente algunos 
factores que contribuyen directamente al desarrollo de caries, como el diente, la dieta (consumo 
de azúcares), las biopelículas bacterianas y el tiempo (4).  
 
Los microorganismos orales que no pueden adherirse a una superficie son transportados 
por el flujo salival fuera de la boca hacia el tracto digestivo, pero muchas bacterias orales poseen 
mecanismos de adherencia a superficies sólidas (coadhesión), como a los dientes recubiertos de 
películas salivales, superficies  escamosas como tejido epitelial o bacterias que se adhieren a la 
superficie (coagregación) (5). La capacidad de formar biopelículas es una de las principales 
características de S. mutans y se ha demostrado que expresa factores de virulencia para el 
desarrollo de biopelículas como las glicosiltransferasas (Gtfs) asociadas a la pared celular median 
la unión estrecha de S. mutans a la superficie del diente, sintetizando glucanos que interactúan con 
las proteínas de unión a glucanos (GBP) asociadas a la superficie para promover la agregación 




II (también llamado SpaP, Pac), que se une específicamente a una glicoproteína llamada SAG 
(aglutinina salival) (6), también participa en la adhesión bacteriana al diente, siendo fundamental 
para la formación de biopelículas, debido a su capacidad para promover la agregación e invasión 
de la dentina del diente dependiente de colágeno (7,8). 
 
Se han propuesto diferentes estrategias, por ejemplo, moléculas derivadas de productos 
naturales, iones metálicos y agentes oxidantes e incluso anticuerpos que se unen específicamente 
a dianas de S. mutans (GtfB, GtfC, GtfD, Ag I / II) e inhiben su capacidad para desarrollar 
biopelículas [10,11]. En las últimas décadas, la búsqueda virtual de inhibidores basados en 
estructuras se ha interesado en el descubrimiento de fármacos [12-14]; para la microbiología oral 
el uso de esta estrategia es relativamente nuevo, particularmente en el contexto cariogénico, pero 
se han propuesto varias proteínas que podrían usarse como moléculas inhibidoras [15]. Gtf-C se 
ha utilizado como diana en la búsqueda de moléculas con afinidad por esta proteína y para la 
inhibición selectiva de la formación de biopelículas de S. mutans principalmente debido a la 
capacidad de inhibir la síntesis de expolisacáridos (EPS) in vitro, la formación de biopelículas y 
reducir in vivo la incidencia y gravedad de la caries en un modelo de rata [16, 17]. Aunque se ha 
informado que la adhesina Ag I/II juega un papel importante en las primeras etapas del desarrollo 
de la biopelícula de S. mutans, participando en la adhesión y coagregación con otras bacterias y 
hongos como C. albicans, no hay informes de estudios computacionales. que utilizan esta proteína 
como diana, por tanto, el objetivo de este trabajo es identificar in silico moléculas con efecto 





1.1 Caries dental 
 
La caries dental es una enfermedad no transmisible que se desarrolla con el tiempo, 
caracterizada por la pérdida del tejido dental (esmalte y dentina) (Figura 1), debido a la producción 
de ácido resultante del metabolismo bacteriano de los azúcares, involucrando principalmente la 
interacción entre el diente, las bacterias y los azúcares; por ello, la caries es un proceso dinámico 
de periodos de desmineralización y re-mineralización que si ocurren por mucho tiempo generan 
cavidades en los dientes, conocidas como lesiones cariosas (3), en ciertos sitios anatómicamente 
predilectos de los dientes (9). De acuerdo a estas lesiones, se han establecido unas categorías de 
caries que incluyen: superficies dentales sanas, en donde no hay evidencia visibles de caries; 
estadío inicial de caries cuando se visualizan opacidad o decoloración (Lesión de mancha blanca 
y/o café); estadío moderado de caries donde además de la mancha blanca o café hay ruptura 
localizada del esmalte y por último, el estadío severo de caries en donde hay una cavidad detectable 
en esmalte opaco o decolorado con dentina visible (10). 
 
En 2016 la caries dental fue catalogada como la patología mas prevalente en el mundo 
afectando 2,4 billones de personas (1)(11); esta patología forma parte de las enfermedades 
bucodentales relacionadas con la alteración de la microbiota oral (2) y aunque no existe una 
correlación entre el nivel de la lesión cariosa con dolor o inconformidad, el dolor severo puede ser 
incapacitante o generar una infección y sepsis que puede diseminar hasta afectar la pulpa dental y 
ocasionalmente podría tener consecuencias sistémicas graves, como la propagación de una 
infección local y muy raramente, la muerte relacionada con el tratamiento (como complicación de 




es una enfermedad cuyo tratamiento es muy costoso, que consume entre el 5% y el 10% de los 
presupuestos sanitarios en algunos países y es una de las principales razones de hospitalización de 
niños en países de ingresos altos (12). 
 
En el contexto colombiano la caries es la enfermedad bucodental más prevalente. Para el 
país se han realizado cuatro estudios nacionales que de forma progresiva y diferente han buscado 
identificar el perfil de salud bucal, en los que se ha encontrado que el porcentaje de personas con 
historia de caries ha sido del 95,5% (Investigación Nacional de Morbilidad,1965 -1966) y 96,7% 
(Estudio Nacional de Salud,1977-1980), en dentición temporal fue del 60,4% para niños de 5 años 
de edad, 73,8% niños de 7 años; en dentición permanente fue de 65,3%,  45,7% en  niños de 12 
años, 89,5 % en la adolescencia (15 a 19 años) (Tercer Estudio Nacional de Salud Bucal (ENSAB 
III), 1998). El último estudio realizado (Cuarto Estudio Nacional de Salud Bucal (ENSAB IV) 
2014) reporta que el 6.02% de los niños de 1 año han tenido experiencia de caries dental, en los 
niños de 3 años la experiencia de caries se incrementa considerablemente a 47.10%, para los de 5 
años llega a 62.24%, demostrando la necesidad de prevenir desde los dientes temporales para 
procurar el debido cuidado de los dientes permanentes y finalmente el 88% de la población entre 









1.2 Factores de riesgo para el desarrollo de la caries 
 
El tejido duro dental se compone de esmalte, dentina y cemento. El esmalte es un material 
duro compuesto casi exclusivamente de mineral, que se compone principalmente de hidroxiapatita 
(Ca10 (PO4)6 (OH)2) y cubre la dentina en la corona del diente; el cemento es una sustancia similar 
a una matriz ósea, compuesta de mineral y colágeno que cubre la raíz del diente; la pulpa dental 
forma la parte central y contiene tejido conectivo, vasos sanguíneos y nervios (Figura 1). Por otro 
lado, los dientes están cubiertos por una capa de película salival, que consta de proteínas y 
glicoproteínas, que facilitan la unión de la microbiota oral a los dientes; esta estructura se llama 
biopelícula dental (también conocida como placa dental). La caries dental implica interacciones 
entre la estructura del diente y la biopelícula microbiana formada en la superficie del diente (9).  
 
 
Figura 1. Anatomía normal del diente y biopelícula dental en desarrollo. Modificado de Pitts et al., 2017 (9) 
 
De acuerdo con lo anterior, se han establecido 3 factores de riesgo para el desarrollo de la 




desarrollo de la caries. Los factores personales se relacionan con el estrato socioeconómico, 
ingresos, cobertura de seguro dental, acceso a sistemas de salud, visita al odontólogo, actitudes, 
conocimiento sobre la salud bucal e higiene oral, frecuencia y/o técnicas de cepillado y 
complicaciones orales en relación a otras enfermedades o estados de salud (15–22). Los factores 
ambientales orales incluyen la saliva, agentes antibacterianos, sellantes dentales, flúor, gomas de 
mascar, pH, bacterias, calcio, fosfatos y proteínas. Finalmente, el tercero hace referencia a factores 
que contribuyen directamente al desarrollo de la caries, es decir, el diente, la dieta (consumo de 
azucares), las biopelículas bacterianas y tiempo, lo que se conoce como Triada de Keyes 
modificada por  Newbrun 1978 (4).  
 
1.3 Streptococcus mutans 
 
En el contexto microbiológico de la caries, se conoce que los microorganismos orales que 
no pueden adherirse a una superficie, son transportados por el flujo salival fuera de la boca y hacia 
el tracto digestivo, pero, muchas bacterias bucales poseen mecanismos de adherencia a superficies 
sólidas (co-adhesión) como los dientes que están recubiertos de películas salivales, a superficies 
escamosas como el tejido epitelial o bacterias que ya están adheridas a la superficie (co-
agregación) (5).  
 
Streptococcus mutans fue la primera bacteria cariogénica caracterizada (23) y es la de 
mayor importancia dado que es frecuentemente aislada de individuos con caries  (24,25) y posee 
tres características fundamentales para su papel cariogénico, como lo son la capacidad de 




habilidad para metabolizar los azúcares a ácidos orgánicos (acidogénica) y la habilidad para crecer 
en un medio ácido (acidúrica) (26). Sin embargo, la principal característica de S. mutans, es su 
capacidad para formar biopelículas, proceso que comienza con el recubrimiento de la superficie 
del diente a través de la película salival que esta formada por componentes salivales como 
proteínas ricas en prolina, amilasa, lisozima, histatina, peroxidasa, mucina y componentes 
bacterianos, por ejemplo, Ftfs (Fructosiltransferasas) Gtfs (Glucosiltransferasas) y ácido 
lipoteicoico (27).  
 
Se ha demostrado que S. mutans expresa factores de virulencia para el desarrollo de 
biopelículas a través de dos vías, una dependiente y otra independiente de sucrosa; en presencia 
de sucrosa, las Gtfs asociadas a la pared celular, median la unión estrecha de S. mutans a la 
superficie del diente, sintetizando glucanos que interactúan con proteínas de unión a glucanos 
(Gbps) asociadas a superficies, para promover la agregación célula-célula; por el contrario en 
ausencia de sucrosa, S mutans sintetiza varias adhesinas importantes como el Ag I/II (también 
llamada SpaP, Pac), las cuales se unen específicamente a una glicoproteína de la saliva llamada 
SAG (Aglutitina salival), este Ag I/II es anclado a la superficie celular bacteriana a través del 
motivo LPXTG, para lo cual se requiere la participación una enzima sortasa (Sortasa A). Otras 
proteínas adhesinas que expresa S. mutans incluyen proteínas A, asociadas a pared (WapA - wall-
associated protein A), unas proteínas similares a proteínas de unión a fibronectina (FBP - 
fibronectin-binding protein)) de S. pneumonide conocidas como PavA (Pneumococcal adhesion 
and virulence A). Adicionalmente, presentan un conjunto de proteínas transportadores de 
membrada denominadas sistema ABC que incluyen proteínas de unión a ATP y proteínas PspA 





Las Gtfs son uno de los factores de virulencia mas estudiados de S. mutans, debido a que 
tienen un papel critico en la síntesis de exopolisacáridos que permite la formación de una matriz 
insoluble en agua, proporcionando sitios para colonización microbiana y formación de biopelícula, 
por esta razón han sido blanco de diversas estrategias dirigidas a inhibir la actividad de estas Gtfs 
con el fin de bloquear la síntesis de polisacáridos y así impedir la adhesión y formación de la 
biopelícula de S. mutans; estas estrategias incluyen el estudio de compuestos polifenólicos 
derivados de productos naturales que han mostrado una potente actividad antimicrobiana por 
mecanismos de inhibición de Gtfs; entre otros inhibidores reportados están los iones metálicos y 
agentes oxidantes  como Zn2+,Cu2+,Fe2+, anticuerpos y recientemente se han utilizado estrategias 
para seleccionar o incluso diseñar nuevas moléculas pequeñas que se unan específicamente al sitio 
enzimático de Gtf e inhiban su actividad (28). 
 
 
Figura 2. Principales factores de virulencia de S. mutans secretados y expresados en la superficie de la 




1.4 Antígeno I/II de Streptococcus mutans  
 
El Ag I/II de S. mutans, también llamado P1, SpaP, AgB o PAc, es una importante proteína 
de superficie que funciona como adhesina, que permite la unión de S. mutans a la dentina recubierta 
por una película salival, por lo que ha sido blanco para el diseño de anticuerpos que puedan 
bloquear la adhesión y co-adhesión de S. mutans (29). El Ag I/II es multifuncional y exhiben 
diversas propiedades de unión, se unen a una glicoproteína salival similar a mucina y pueden 
distinguir entre formas de SAG inmovilizadas o solubles, esto puede permitir que los estreptococos 
colonicen los tejidos orales adhiriéndose a las superficies tisulares recubiertas de glucoproteínas 
salivales que promueve la agregación de células estreptocócicas y contribuye a la eliminación 
bacteriana in vivo. El Ag I/II también media la adhesión de los estreptococos a otros 
microorganismos orales, interacciones importantes para el desarrollo de la placa dental y para que 
organismos patógenos como Porphyromonas gingivalis colonicen los tejidos orales (30), además 
de participar en la adhesión de la bacteria al diente, es fundamental en la formación de la 
biopelícula, puede promover la agregación y la invasión a la dentina del diente dependiente de 
colágeno (7,8).  
 
Figura 3. Estructura lineal de proteínas de la familia AgI/II que muestra la localización de regiones 
funcionales específicas, tomado de (31). Se muestran seis regiones estructurales, basadas en la secuencia primaria: 
LP, péptido líder; A, repeticiones ricas en Alanina; V, región variable o divergente; P, repeticiones ricas en Prolina; 




refieren a S. mutans SpaP. Se indica la posición mapeada de adhesintope (Adh2) correspondiente al péptido inhibidor 
de colonización, así como secuencias definidas en S. mutans SpaP implicadas en la unión de glicoproteínas salivales 
(SGP) y colágeno (líneas negras). La región dentro de S. gordonii SspB que interactúa con Porphyromonas gingivalis 
se muestra junto con la región que se cree que interactúa con A. naeslundii T14V (líneas grises). 
  
Figura 4. Modelo de la estructura Ag I/II y unión prevista con SAG. (A) La estructura cristalizada de la 
región A3VP1 de Ag I/II (B) Los estudios de adherencia indican la presencia de dos sitios de unión a SAG, uno dentro 
de A3VP1 y otro dentro de la región C-terminal, que están muy separados en la estructura Ag I/II. El esquema 
representa un posible modelo para la unión de Ag I/II a SAG, donde las interacciones ocurren tanto en el extremo 
distal a través de la región A3VP1, como en un sitio de adherencia secundario mediado por el dominio C-terminal. 
Tomado de (32) 
 
Las proteínas ortólogas similares a Ag I/II están ampliamente distribuidas en los 
estreptococos y parecen tener un ancestro común, presentan una estructura primaria relativamente 




homologías (70-90% de similitud de secuencia) y las regiones A y P están menos conservadas que 
la región C. Las proteínas Ag I/II se componen de seis regiones distintas (Fig. 3), tienen un péptido 
señal LP (residuos aa 1-38) adyacente a una región N-terminal (residuos aa 60-550) rica en alanina 
(A), la región C-terminal (residuos de aa 800-1540) incluye repeticiones ricas en prolina (P), lo 
que confiere una hidrofilicidad considerable; contiene un dominio transmembrana (residuos de aa 
1537-1556) y un motivo LPXTG necesario para el anclaje de la pared celular catalizada por la 
sortasa A. Las repeticiones A y P flanquean un segmento intermedio (región V) donde se agrupan 
la mayoría de las variaciones de secuencia cepa a cepa (31). Finalmente, es indudable que el Ag 
I/II contribuye a la virulencia de S. mutans y lo mas importante es que en las ultimas décadas las 
estructuras cristalizadas de diferentes regiones, como el fragmento A3VP1 (32) y el dominio C-
terminal (33) han permitido establecer un modelo para la interacción del Ag I/II con la SAG que 
soporta su importancia (Figura 4). 
 
1.5 Búsqueda virtual de inhibidores 
 
El descubrimiento de fármacos es un proceso cuyo objetivo es identificar una pequeña 
molécula sintética o una gran biomolécula para una evaluación completa como posible candidato 
a fármaco, que incluye la identificación de la enfermedad que se va a tratar, su necesidad médica, 
la selección de un objetivo molecular susceptible del fármaco y su validación para el desarrollo de 
ensayos in vitro seguido de un análisis de alto rendimiento de bibliotecas de compuestos contra el 
objetivo. Adicionalmente, requiere una optimización para generar compuestos que exhiban una 
potencia y selectividad adecuadas hacia el objetivo biológico in vitro y que demuestren eficacia 




más con el propósito de mejorar su eficacia y farmacocinética antes de avanzar hacia el desarrollo 
de fármacos (34). Sin embargo, muchas moléculas presentan problemas de seguridad, cinética, 
potencia, protección de propiedad intelectual u otros factores y no existe una fórmula simple para 
producir una molécula candidata clínica viable, aunque la colaboración extensa de química, 
biología, toxicología y farmacocinética es casi universalmente la norma en los programas 
modernos de descubrimiento de fármacos (35). 
 
En las últimas décadas la búsqueda virtual de inhibidores basada en estructuras ha tomado 
gran interés en el descubrimiento de fármacos dado que permite filtrar millones de compuestos 
desde una base de datos para identificar potenciales candidatos a fármacos en menos tiempo y con 
menos recursos  (34–36). Para el caso de la microbiología oral, aunque es algo mas reciente, 
particularmente en el contexto cariogénico se han propuesto varios blancos que podrían ser usados 
para la búsqueda de compuestos inhibitorios con esta estrategia (37).Por lo anterior, se ha utilizado 
la GtfC como blanco para la búsqueda de compuestos con afinidad a esta proteína, para inhibir 
selectivamente la formación de biopelículas de S. mutans y se han propuesto algunos compuestos 
que in vitro inhiben selectivamente la síntesis de expolisacáridos, la formación de la biopelícula y 
reducen la incidencia y severidad de caries in vivo en modelo ratón (28,38). Sin embargo, estos 
compuestos solo podrían interferir con una de las vías de formación de biopelículas, la dependiente 
de sucrosa y dado que S. mutans posee múltiples factores de virulencia, entre ellos el AgI/II el cual 
tiene un papel fundamental en las primeras fases del desarrollo de biopelículas, como es la 
adhesión y la co-agregación con otras bacterias y hongos como C. albicans (39). Algunos análisis 




encargada de anclar el Ag I/II a la pared de S. mutans (40–42), aunque el Ag I/II no ha sido 
utilizado directamente para la búsqueda de compuestos inhibitorios con estrategias virtuales. 
 
1.6 Acoplamiento “Docking molecular” molecular  
 
La bioinformática es una subdisciplina de la biología y las ciencias computacionales que 
se encarga de adquirir, almacenar, analizar y diseminar la información biológica, en gran parte 
correspondiente a las secuencias de ADN y aminoácidos. La bioinformática usa programas 
informáticos con muchos de los algoritmos y bases de datos desarrollados o adaptados en respuesta 
a nuevos tipos de datos, que tienen muchas aplicaciones, como por ejemplo determinar las 
funciones de genes y proteínas, establecer relaciones evolutivas y predecir la conformación 
tridimensional de las proteínas. Otro campo importante para el uso de estas herramientas 
computacionales es la identificación de nuevos de fármacos, el cual permite la detección y el 
refinamiento de los candidatos a fármaco, puede facilitar la caracterización de los efectos 
secundarios y predecir la resistencia al fármaco (43). En este contexto se ha determinado que el 
enfoque tradicional para el desarrollo de fármacos es caro, requiere mucho tiempo y es propenso 
a fallar, debido al proceso que conduce a la aprobación regulatoria de nuevos productos 
farmacéuticos, identificando como la principal causa del aumento de los costos a los medicamentos 
que no cumplen con el estricto proceso de aprobación de registro; costos que se han estimado 
alrededor de los 800 millones de dólares para el descubrimiento y desarrollo de cada fármaco 
comercializado con éxito. Por esta razón, muchas empresas biofarmacéuticas utilizan ahora 
métodos computacionales y herramientas bioinformáticas para reducir esta carga de coste, debido 




y bioactividad pueden ayudar a guiar la investigación experimental, permitiendo que los programas 
de investigación se centren en los principales candidatos específicos y evitar potenciales para llevar 
los medicamentos al mercado más rápidamente, reduciendo costos de dinero y tiempo (44). 
 
Se debe tener en cuenta que antes descubrir cualquier nuevo potencial fármaco, es 
importante entender la enfermedad bajo consideración y definir la posible causa o causas del 
trastorno particular e identificar los blancos moleculares para la intervención farmacológica como 
receptores, proteínas, enzimas, ácido desoxirribonucleico (ADN) o ácido ribonucleico (ARN) que 
estén involucrados de manera fundamental en los procesos de la enfermedad. La identificación de 
estos blancos u objetivos farmacológicos se puede realizar mediante métodos computacionales, 
como el acoplamiento molecular o “Docking molecular”, una técnica que predice la estructura 
intermolecular del complejo dado entre dos moléculas, con el objetivo de encontrar la mejor 
ubicación del ligando formado por un complejo con una mínima energía global. La técnica de 
acoplamiento predice la afinidad entre estas biomoléculas o receptores (objetivo del fármaco) y el 
posible fármaco candidato, dando como resultado una puntuación basada en algoritmos de 
acoplamiento generados debido a varias posibles combinaciones estructurales, para lo cual  el 
requisito más importante del acoplamiento molecular es la estructura de la proteína o receptor de 
interés, que esta determinada mediante cristalografía de rayos X o espectroscopia de resonancia 
magnética nuclear (RMN) (45).   
 
Para el acoplamiento molecular la puntuación proporciona un modo para clasificar el 
posicionamiento de ligandos proporcionales a otros, lo que en teoría, corresponden directamente 




sean los mas afines y los principales pasos involucrados en la mecánica del acoplamiento 
molecular incluyen la preparación de la proteína, la predicción de los sitios activos o de 
acoplamiento, la preparación del ligando y finalmente el acoplamiento, en el cual el ligando se 
acopla contra la proteína y se analizan las interacciones y en función de la puntuación se selecciona 
el mejor complejo de proteína-ligando acoplado (46). En esta técnica de acoplamiento, tanto el 
ligando como la proteína se consideran estructuras rígidas, una aproximación análoga al modelo 
de unión de "llave-cerradura". Es por ello, que a lo largo de los años se ha experimentado una 
urgencia por simular la flexibilidad de las proteínas a lo largo del acoplamiento, que surge de la 
evolución de los modelos de unión de estático a dinámico; la inclusión de características de 
flexibilidad en el muestreo conformacional conlleva un aumento en el número de grados de libertad 
del sistema y, en consecuencia, en el esfuerzo computacional, lo que ha generado el desarrollo de 
herramientas computacionales que se ha venido produciendo en paralelo y a la mejora continua de 
las tecnologías hardware (47).  
 
1.7 Simulación de dinámica molecular (MD)  
 
La dinámica molecular (MD) es una técnica computacional que simula el comportamiento 
dinámico de los sistemas moleculares en función del tiempo, tratando a todas las entidades en el 
cuadro de simulación (ligando, proteína, en presencia de agua) como flexibles, calculando los 
movimientos de los átomos a lo largo tiempo por la integración de las ecuaciones de movimiento 
de Newton y quizás la aplicación de simulación más básica e intuitiva es evaluar la movilidad o 
flexibilidad de varias regiones de un biomolécula, simplemente examinando una simulación de 




equilibrio y qué tipo de fluctuaciones estructurales sufren. Estas simulaciones también pueden 
revelar el comportamiento dinámico de las moléculas de agua y los iones de sal, que a menudo son 
fundamental para la función de las proteínas y la unión del ligando (48). La representación de 
solventes es un tema clave en la definición de sistemas de simulación, dado que, el solvente es 
capaz de recuperar la mayoría de los efectos de solvatación del solvente real, incluidos los de 
origen entrópico como el efecto hidrofóbico y una vez construido el sistema, las fuerzas que actúan 
en cada átomo se obtienen derivando ecuaciones, de los campos de fuerza, donde la energía 
potencial se deduce de la estructura. Estos campos de fuerza son ecuaciones complejas, pero son 
fáciles de calcular y una vez que se obtienen, se utiliza la ley clásica de movimiento de Newton 
para calcular las aceleraciones y velocidades y para actualizar las posiciones de los átomos. Las 
simulaciones MD tienen ya más  alcanzados escalas de tiempo que comienzan a ser compatibles 
con los procesos biológicos. En la actualidad, cuando se realizan simulaciones de rutina 
acercándose a la escala de microsegundos, cambios conformacionales pueden simular eficazmente 
la unión del ligando, dado que los complejos conformacionales son una mejor representación de 
las macromoléculas reales, ya que dan cuenta de la flexibilidad y las propiedades dinámicas 
(incluyendo toda la información termodinámica) y facilitar el emparejamiento con resultados 
experimentales. Finalmente aunque el cambio de concepto es claro y la tecnología esta avanzando, 
todavía queda un largo camino de simulaciones biomoleculares, aunque existen herramientas que 
hacen la configuración de un sistema macromolecular mucho más fácil, e incluso permiten a los 
no expertos entrar en el mundo de la simulación, por lo que la simulación MD ya es un herramienta 









2.1 Objetivo general   
Identificar compuestos con potencial inhibitorio de adhesión a través de la interacción con 
antígeno I/II de Streptococcus mutans. 
 
2.2 Objetivos específicos  
Seleccionar compuestos con alta afinidad a sitios de unión del antígeno I/II de 
Streptococcus mutans. 
Evaluar la citotoxicidad de los compuestos seleccionados en fibroblastos de ligamento 
periodontal. 













3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1 Búsqueda virtual y selección de compuestos 
 
3.1.1 Selección de proteínas y análisis de similitud de secuencia: 
 
Se seleccionó en formato FASTA una secuencia de 1566 aminoácidos de la adhesina Ag 
I/II de S. mutans (AFR75221.1), de la base de datos de proteínas del centro nacional para la 
biotecnología (NCBI “National Center for Biotechnology”), presentada a continuación:  
 

































La secuencia fue llevada al sistema automatizado para el modelamiento 3D SWISS-
MODEL (http://swissmodel.expasy.org/), no para modelar una nueva proteína, sino para la 
búsqueda de estructuras cristalizadas de proteínas del Ag I/II. Debido a que no se encontró un 
cristal completo del AgI/II de S. mutans se seleccionaron del banco de proteínas (PDB: Protein 
data Bank) del RCSB (Research Collaborative for Structural Bioinformatics) (50), dos cristales 




la unión a la SAG humana y son la región A3VP1 (PDB ID: 3IPK) de 496 aa (32) y la región 
carboxi-terminal de 516 aa (PDB ID: 3QE5) (33). Posteriormente, con el objetivo de revisar la 
posibilidad de afectar proteínas humanas o de otros organismos, por similitud de secuencias o 
estructurales homologas, descargaron las secuencias de estas dos proteínas en formato FASTA y 
se realizó una búsqueda de secuencias proteícas similares (51), mediante la herramienta de 
búsqueda de alineación local básica de proteínas (BLAST-P: Protein Basic Local Alignment 
Search Tool) del NCBI, usando la base de datos humana (TaxID: 9606) y procariota (TaxID: 1), 
sin incluir S. mutans (TaxID: 1309). Adicionalmente, se realizó un BLAST-P utilizando una base 
de datos especifica para bacterias de cavidad oral en la base de datos del microbioma oral humano 
(http://www.homd.org/) (52,53). Por ultimo, el servidor FAT-CAT (Flexible structure Alignment 
by Chaining Aligned fragment pairs allowing Twists) (54) se utilizó para buscar estructuras 
(rígidas) proteícas similares, teniendo en cuenta solo similitudes con un P-valor < 0,05. 
 
Las secuencias en formato FASTA de las cadenas A de los cristales de las proteínas 3IPK 





























3.1.2 Selección de sitios de unión de ligando 
 
La identificación y selección de sitios de unión “Pockets” de las proteínas 3IPK y 3QE5 se 
llevo a cabo utilizando dos meta-servidores con algoritmos diferentes, el MetaPocket 2.0 (55) el 
cual se basa en la geometría de las proteínas para la identificación de los sitios de unión y el 




proteínas. Cada predictor generó 3 sitios de unión de ligandos para cada proteína, es decir que se 
obtuvieron 6 sitios de unión de ligado para cada proteína, 3IPK y 3QE5.  
 
3.1.3 Acoplamiento “Docking” molecular 
 
Las estructuras cristalizadas de las proteínas 3IPK y 3QE5 fueron obtenidas en formato 
PDB y se editaron en el programa AutoDockTools 4.0 (http://mgltools.scripps.edu) (57), donde se 
removieron manualmente los dímeros (Cadena B para ambas proteínas), aguas y otros ligandos 
como sulfato, iones de calcio, ácido fenilmetanosulfónico para 3IPK y para 3QE5 D-alfa-glucosa 
e iones de calcio y magnesio; también se le adicionaron hidrógenos polares, se protonarón átomos 
y se guardaron las proteínas editadas en formato PDBQT.  
 
La búsqueda de compuestos con afinidad a las proteínas del AgI/II, se ejecutó en el Centro 
de Computación Avanzada de Texas (TACC: Texas Advanced Computing Center; Austin,TX) 
utilizando tres librerías que contienen pequeñas moléculas disponibles comercialmente, 
compiladas para su uso con el portal de descubrimiento de fármacos basado en la web que 
proporcionan una interfaz para ejecutar el programa Autodock Vina en la supercomputadora 
"Lonestar", uno de los recursos informáticos de alto rendimiento diseñados, administrados y 
mantenidos por TACC, accesible a través de https://portal.tacc.utexas.edu. Para la búsqueda de 
compuestos, las proteínas 3IPK y 3QE5 se cargaron endicho portal, con unas dimensiones x-y-z 
de 24x24x24 mas las coordenadas obtenidas de los predictores y se utilizaron la librería  "ZINC 
(Lrg)" de ~ 642.759 moléculas similares a fármacos (sin carga, Lipinski "ROF"(Rule of five)), la 




Hitfinder y Chembridge. y la librería "ZINC Natural Cmpds (Large)" de 194.090 productos 
naturales de moléculas pequeñas extraídos de la base de datos ZINC15 (58), esta librería contiene 
tanto "productos naturales" como moléculas de la Medicina Tradicional China (MTC) que están 
comercialmente - disponible en estado puro. Lo anterior corresponde a unas librerías que 
incluyeron un total de ~883,551 moléculas pequeñas similares a medicamentos comercialmente 
disponibles. 
 
3.1.4 Selección de compuestos  
 
Teniendo en cuenta que se utilizaron dos cristales de proteínas (3IPK y 3QE5), y que se 
obtuvieron 6 sitios de unión de ligando para cada una, 3 por MetaPocket y 3 por COACH y que la 
búsqueda de compuestos se hizo en 3 librerías diferentes, se ejecutaron un total de 36 
acoplamientos “dockings” moleculares, de los cuales por defecto se obtuvieron 1.000 compuestos 
por cada acoplamiento, para un total de 36.000 compuestos ordenados de acuerdo a sus mejores 
valores de afinidad dado en kcal/mol. Para realizar un filtro de los 36.000 compuestos obtenidos 
se utilizaron dos metodologías, en la primera se seleccionaron arbitrariamente 30 compuestos con 
menor energías de interacción en cada acoplamiento realizado (Se asume que, a menor energía de 
interacción, mayor es la afinidad entre los compuestos por los ligandos), se registraron en una sola 
tabla y de allí se seleccionaron arbitrariamente 10 compuestos con las mejores energías.  
 
Para el segundo método de selección, los códigos de todos los compuestos (36.000) 
obtenidos en el primer acoplamiento se incluyeron en una matriz de Excel (Versión 16.16.25), 




(Versión 1.0.156) para buscar los compuestos que se encontraron con mayor frecuencia en los 
diferentes sitios de unión de ligando en todos los acoplamientos, seleccionando los 10 compuestos 
que presentaron mas  sitios de unión. De cada metodología se seleccionaron arbitrariamente 10 
compuestos. Sin embargo, se encontró un compuesto en común para ambas metodologías, dando 
una selección de 19 compuestos, a los que se les realizó un re–acoplamiento local usando las 
coordenadas de los predictores (Metapocket y COACH-D) y las dimensiones x-y-z de 24x24x24, 
en el programa AutodockVina (1.1.2) aumentando el parámetro de exhaustividad a 20 (en el primer 
acoplamiento es 8 por defecto), para lograr un refinamiento en los puntajes o energías de 
acoplamiento. 
 
3.1.5 Predicción in silico de propiedades ADME de los compuestos seleccionados 
 
Se realizó un análisis in silico utilizando la aplicación QuikProp (Versión 3.2) del software 
Schrödinger (59), de acuerdo a (51) con algunas modificaciones,  para le predicción de los perfiles 
farmacocinéticos como absorción, distribución, metabolismo y excreción (ADME) y establecer 
parámetros fisicoquímicos como peso molecular (MW), área superficial accesible al solvente 
(SASA); área de superficie polar total (PSA); número de enlaces rotativos (NRB); donantes de 
enlaces de hidrógeno (HBD); aceptores de enlaces de hidrógeno (HBA); predicción de coeficientes 
de reparto octanol / agua (QP logPo / w); predicción de la solubilidad acuosa (QP LogS); 
permeabilidad aparente en células Caco-2 (nm/s), permeabilidad aparente en células MDCK 
(nm/s), predictor de permeabilidad cutánea (QP logKp); velocidad de transporte transdérmico 
(Max TTR); violaciones de la Regla de los Cinco de Lipinski (VLR5); porcentaje de absorción 




se calculo el pKa de los compuestos mediante el programa Marvin Sketch versión 19.6.0 
(http://www.chemaxon.com). Posterior a los análisis anteriores, se descartaron los compuestos que 
tuvieran más de dos violaciones a la Reglas de Lipinski y que incumplieron mas de dos de los 
parámetros fisicoquímicos estándar establecidos por el 95% de los medicamentos conocidos, 
según los repositorios del programa QuikProp de Schrödinger. 
 
3.1.6 Predicción computacional de toxicidad de los compuestos  
 
Las estructuras de los compuestos en formato SMILE (Simplified Molecular Input Line 
Entry Specification) fueron llevadas al programa Protox-II (60,61), para predecir la toxicidad 
aguda, hepatotoxicidad, citotoxicidad, carcinogenicidad, mutagenicidad e inmunotoxicidad. 
Además, se calculó la dosis letal 50 (DL50) (en mg/kg) de los compuestos y se clasificaron se 
según el Sistema Globalmente Armonizado de Clasificación y Etiquetado de Productos Químicos 
(GHS “Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals”) en 6 grupos 
de la siguiente manera: 
 
Clase I: fatal en caso de ingestión (LD50 ≤ 5)  
Clase II: fatal en caso de ingestión (5 <LD50 ≤ 50) 
Clase III: tóxico en caso de ingestión (50 <LD50 ≤ 300) 
Clase IV: nocivo en caso de ingestión (300 <LD50 ≤ 2000) 
Clase V: puede ser nocivo en caso de ingestión (2000 <LD50 ≤ 5000)  





En este análisis se utilizó la clorhexidina como fármaco de referencia, uno de los agentes 
antisépticos más comúnmente recetados en el campo dental, los valores experimentales de dosis 
letal 50 por vía oral en ratones de este fármaco se tomaron de la ficha técnica de Pfizer clorhexidina 
(62), mientras que los valores predictivos de dosis letal 50 se obtuvieron mediante el PROTOX-
II. Se seleccionaron compuestos por encima de la clase 3 y sin ninguna probabilidad de toxicidad. 
 
3.1.7 Análisis de tipo de interacción compuesto - proteína 
 
Después de aplicar todos los pasos para la búsqueda y selección virtual de compuestos con 
afinidad a las proteínas 3IPK y 3QE5, finalmente se obtuvieron 4 moléculas. Sin embargo, debido 
a la disponibilidad comercial se excluyó una de ellas, para continuar con los compuestos 
ZINC19835187 (Código de la base de datos Zinc15), ZINC19924906 y ZINC19924939, los 
cuales serán abreviados a partir de ahora como ZI-187, ZI-906 y ZI-939, respectivamente. Los 
compuestos se dibujaron en el programa Marvin Sketch versión 19.6.0 
(http://www.chemaxon.com) para análisis subestructurales y se utilizó el banco de fármacos 
(https://www.drugbank.ca) para la búsqueda de estructuras químicas similares. Además, se 
identificó la posibilidad de interacciones por puentes de Hidrogeno entre los compuestos y los dos 
fragmentos proteicos 3IPK - 3QE5 (63), para lo cual se construyó un solo archivo en formato PDB 
de cada compuesto con la proteína utilizando el software Chimera (Versión 1.13) (64) y se 
caracterizaron los tipos de interacciones en el programa biovia discovery studio (65). El servidor 
web swissADME (http://www.swissadme.ch/) se utilizó para predecir las características de 
solubilidad en agua de los compuestos, utilizando un consenso de 3 métodos Log S (ESOL), Log 




compuestos pudieran interactuar con su proteína blanco, se usaron los valores de energía de unión 
libre (ΔG) de los compuestos resultantes de los cálculos del re-acoplamiento, para hacer un cálculo 
matemático con la constante de inhibición (Ki, mol/L) de los compuestos, basado en la relación 
matemática entre la constante de inhibición (Ki) y ΔG, mediante la expresión ΔG = RT lnKi, donde 
R es la constante de gases (1,987 cal K –1 mol –1), T es la temperatura estándar (298,15 K), Kb es 
la constante de unión y Kd es la constante de disociación (51,67). 
 
3.2 Evaluación in vitro de los compuestos seleccionados  
 
3.2.1 Soluciones de trabajo de los compuestos 
 
Los compuestos adquiridos se encontraban diluidos en dimetilsulfóxido (DMSO) al 100% 
a una concentración de 10mM, lo que corresponde a 4796 µg/ml para ZI-187 (PM=479,6), 4075,9 
µg/ml para ZI-939 (PM=470,6) y 4535,6 µg/ml para ZI-906 (PM=453,6). Para los ensayos de 
citotoxicidad la mayor concentración de DMSO usada fue 1% (68). Para los ensayos de actividad 




3.2.2 Ensayo de citotoxicidad en células FLP 
 
Este ensayo se realizó en el laboratorio de toxicología genética del grupo de investigación 




capacidad citotóxica de los compuestos mediante la evaluación del crecimiento de células de 
fibroblasto de ligamento periodontal (FLP) con los compuestos ZI-187, ZI-906 y ZI-939 a una 
concentración de 100 µM (DMSO 1%). Las células FLP se cultivaron en medio de Dulbecco's 
modified Eagle's medium (DMEM) (Gibco BRL, Life Technologies Inc., Rockville, MD), 
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco BRL), penicilina G (100 UI/ml) (Gibco BRL) 
y estreptomicina (100 µg/ml) (Gibco BRL) en platos de 24 pozos y se trataron las células durante 
24h con cada uno de los compuestos en las concentraciones mencionadas. Posteriormente, se 
procedió a realizar una citometría de flujo con yoduro de propidio (PI: Propidium Iodide) para 
evaluar la viabilidad celular y descartar posible citotoxicidad de los compuestos. Para este ensayo 
se utilizó como control del solvente células FLP tratadas con DMSO 1% y como control de 
referencia las células sin ningún tipo de tratamiento. 
 
3.2.3 Ensayo de actividad antimicrobiana sobre Streptococcus mutans - Lt11 (UB579 WT) y 
Candida albicans NCPF 3179 
 
Este ensayo, junto con el ensayo de adhesión que se describirá mas adelante, se 
estandarizaron en el laboratorio de investigación en farmacia y ciencias moleculares de la 
universidad Liverpool John Moores del Reino Unido (UK), Inglaterra. Se utilizaron las bacterias 
S. mutans - Lt11 (UB579 WT) (71) donada por la Dra. Jane Brittan del laboratorio de 
Microbiología oral de la Escuela de Odontología de Bristol de la Universidad de Bristol (UK), 
Bristol (también donó la cepa S. mutans SpaP-, que se mencionara mas adelante) y la levadura C. 
albicans NCPF 3179 (72), los cuales fueron reconstituidos en agar BHI (Brain heart infusion) 




Al día siguiente S. mutans Lt11 (UB579 WT) y C. albicans NCPF 3179 en fase logarítmica, fueron 
ajustados a una concentración entre 0,08 - 0,1 a un OD600nm, luego se adicionaron 180 µl de los 
microorganismos en caldo BHI a una microplaca de 96 pozos (Costar, Cambridge, MA) y se 
agregaron 20 µl de los compuestos quedando a concentraciones de 1000, 100, 10 µM. Como 
control negativo (muerte) se utilizó clorhexidina digluconato al 0,2% (Farpag®), mientras los 
microorganismos solo en medio de cultivo se usaron como control positivo de crecimiento, al igual 
que tratados con DMSO 10%, (73). Posterior a la incubación por 24 horas a 37ºC en agitación a 
250 RPM, se midió la absorbancia en espectrofotómetro para Microplacas Epoch™ (BioTek®) a 
600nm, para evaluar el crecimiento celular y establecer la concentración mínima inhibitoria (MIC) 
de acuerdo con la menor concentración de los compuestos que inhibieran el crecimiento 
bacteriano.  
 
3.2.4 Ensayo de adhesión en Streptococcus mutans - Lt11 (UB579 WT) 
 
S. mutans - Lt11 (UB579 WT) fue cultivada en caldo BHI (BD®) toda la noche a 37ºC en 
agitación a 250 RPM. Al día siguiente se descartó el medio de cultivo y se lavaron las bacterias 
con solución salina por centrifugación a 3000 RPM durante 10 minutos. Posteriormente, se 
ajustaron las bacterias en solución salina a una absorbancia  de 1 (OD600nm) en espectrofotómetro 
para Microplacas Epoch™ (BioTek®), y se inocularon 180 µl en microplaca de 96 pozos (NEST®, 
Ref: 701001) con 20 µl de los compuestos quedando a  concentraciones de 200,100, 50, 25, 12,5 
µM, durante 3 horas a 37ºC en agitación a 250 RPM (74). Como controles se utilizaron la cepa S. 





3.3 Análisis de datos  
 
Todos los ensayos se realizaron por triplicado y en 3 experimentos independientes. Los 
porcentajes de viabilidad celular se reportaron como %PI negativas ± SEM (error estándar de 
media) de tres experimentos independientes y se analizaron mediante una ANOVA (análisis de 
varianza) de una vía, seguido de la prueba de comparaciones múltiples de Dunnett. Para los análisis 
de concentración mínima inhibitoria de S. mutans y C. albicans y de inhibición de adhesión, los 
datos de OD se normalizaron a porcentajes, se les realizaron una prueba de normalidad D'Agostino 
& Pearson omnibus y Shapiro-Wilk; posteriormente se realizó una ANOVA, análisis de varianza, 
con comparaciones múltiples de Dunnett contra el control S. mutans y C. albicans tratadas con 
DMSO 10%. Se utilizó el programa GraphPad Prism versión 6.00 (GraphPad Software, La Jolla 
California USA, www.graphpad.com) y se consideró estadísticamente significativo un valor de 
P<0.05. 
 
3.4 Análisis de microscopía electrónica de barrido (SEM) 
 
Se seleccionó el compuesto ZI-817 con el objetivo de identificar si este, podría generar 
algún cambio en la morfología de S. mutans, para lo que se realizó un ensayo de adhesión siguiendo 
el protocolo descrito anteriormente, con algunas modificaciones. Para este caso se usó S. mutans - 
Lt11 sola y tratada con el compuesto ZI-187 a una concentración de 0,1 mM; se sembraron usando 
portaobjetos Thermo Scientific Nunc Lab-Tek and Lab Tek II Chamber Slides. Después de la 




(Phosphate-Buffered Saline) para remover la solución salina y las células no adheridas, luego se 
fijaron las muestras con gluteraldehido al 2,5 % (en PBS 0,1M) por 24 horas a 4ºC. Finalmente, 
los portaobjetos se lavaron 3 veces con agua destilada y se deshidrataron por inmersión en 
soluciones de concentraciones ascendentes 70, 90 y 100% de etanol (por 10 minutos en cada una) 
y secadas toda la noche en cabina de flujo laminar. Las muestras fueron cubiertas con oro y 
visualizadas en el microscopio electrónico de barrido FEI QUANTA-200TM con un voltaje de 
aceleración de rango variable de 1–30 KV. 
 
3.5 Simulaciones de dinámica molecular 
 
Dado que de los 3 compuestos evaluados, el mejor compuesto fue el ZI-187, en los estudios 
computacionales y los experimentales de acuerdo con los resultados de inhibición de la adhesión 
de S. mutans – Lt11, se utilizó este compuesto con el objetivo de analizar y describir las 
interacciones que podrían ser responsables de la inhibición de la adhesión, para lo cual se 
realizaron simulaciones de dinámica molecular (DM), tomando el complejo (proteína-ligando), en 
donde el compuesto ZI-187 se acopló en el pocket 1 (establecido por el predictor - COACH) de la 
proteína 3IPK, ya que en este sitios  de interacción fue donde se presentó la afinidad de unión más 
alta tras los ensayos de acoplamiento molecular. Las simulaciones de DM fueron llevadas a cabo 
usando el programa GROMACS 2018 (75). El complejo ZI-187/3IPK y la proteína 3IPK en su 
estado apo (denominación dada al estado de referencia de la proteína) fueron usados como 
coordenadas iniciales para las simulaciones DM. Para la proteína el campo de fuerza amber 
ff99SB-ILDN fue usado (76); el ligando fue parametrizado usando las herramientas GAFF 




usando un modelo de agua TIP3P y una caja dodecaédrica, luego las cargas de cada sistema fueron 
neutralizadas usando iones de Na+ y Cl-, además un exceso de ellos fue agregado hasta alcanzar 
una concentración de NaCl de 0.15M. Seguido se realizó una minimización de energía con el fin 
de relajar el sistema y evitar posibles choques estéricos durante 50,000 pasos usando un algoritmo 
de descenso de gradiente. Una vez minimizada la energía potencial de los sistemas, éstos fueron 
sometidos a una serie de equilibraciones, la primera fue bajo condiciones del ensamble canónico, 
NVT (número de partículas, volumen y temperatura constante) por 250 ps, aplicando una 
restricción sobre los átomos pesados del sistema de 1000 kJ/(mol·nm2). Luego se realizaron 4 
equilibraciones bajo condiciones del ensamble isotérmico-isobárico, NPT (número de partículas, 
presión y volumen constante), cada una por 250 ps; en las equilibraciones NPT se eliminaron 
gradualmente las restricciones de los sistemas usando primero 1000 – 100 - 10 y finalmente 1 
kJ/(mol·nm2). En total se realizaron 1,25 ns de equilibración. Finalmente, ambos sistemas fueron 
sometidos a una etapa de producción de 300 ns, usando un paso de tiempo de 2 fs. Tanto las 
equilibraciones como las producciones fueron llevadas a cabo usando una temperatura de 310K 
(36,85 ºC) y una presión de 1 bar. Para el control de la temperatura se implementó el termostato 
V-rescale y para el control de la presión se usó el barostato Parrinello Rahman. Una vez finalizadas 
las simulaciones se realizó un seguimiento a descriptores como el Raíz de la desviación cuadrática 
media (RMSD), el Raíz de la fluctuación cuadrática media (RMSF) y puentes de hidrógeno 
presentes en el complejo proteína-ligando; para esto se hizo uso de las herramientas contenidas en 






 4.1 Selección de proteínas y análisis de similitud de secuencia 
 
En la búsqueda del cristal de la proteína Ag I/II de S. mutans, se encontraron 4 cristales de 
las cadenas A de diferentes regiones de esta proteína, denominados 3ipk.1.A, 3qe5.1.A, 1jmm.1.A 
y 3opu.1. A (Figura 2). El resultado obtenido de la precisión esperada del modelo construido 
(GMQE) con la alineación y secuencia de la proteína Ag I/II, fue de 0,22 para ambas secuencias, 
3IPK y 3QE5 y menor para los otros dos cristales GMQE de 0,15 y 0,12 para 1JMM y 3OPU, 
respectivamente (Los números más altos indican una mayor confiabilidad). Por otro lado, el grado 
de natividad de las características estructurales observadas en el modelo en una escala global 
(QMEAN), fue mejor para 1JMM y 3OPU cuyos valores fueron mas cercanos a 0 (-0,24 y 0,06, 
respectivamente) y para 3IPK fue 0,87 y 0,44 los cuales son valores óptimos dado que la baja 
calidad de los modelos se indica con QMEAN por debajo de - 4,0 (Tabla 1). Adicionalmente, se 
encontró que hay una mayor cobertura de la proteína Ag I/II, por parte de los cristales de las 
proteínas 3IPK, la cual incluye casi en su totalidad los residuos de 1JMM y 3QE5 los residuos de 





Tabla 1: Datos de búsqueda de estructura del Ag I/II de S. mutans. Resultados obtenidos de cristales de 
proteínas, usando como plantilla la secuencia del Ag I/II de S. mutans, en el programa Swiss-model 
(http://swissmodel.expasy.org/).   
 
 
Figura 5. Estructuras de los cristales de las proteínas asociadas al Ag I/II de S. mutans. Estructuras obtenidas 
del Protein Data Bank (PDB) de los cristales 3OPU (A) y 3QE5 (B) de la región C-terminal del Ag I/II de S. mutans 
y estructuras de los cristales de 3IPK (C) y 3JMM (D) de la región A3VP1 del Ag I/II de S. mutans. 
 
Posterior a la selección de las proteínas, las secuencias de 3IPK y 3QE5 se utilizaron para 
la búsqueda de secuencias proteicas homólogas (Anexo 2), encontrando que para el fragmento 
3IPK de la adhesina Ag I/II de S. mutans, se presentaron buenos alineamientos con proteínas 
humanas (valor e: 0,003), aunque con baja cobertura e identidades de secuencia (16% y 36,26%, 
respectivamente) (Tabla 2), las cuales corresponden principalmente a una proteína humana 







humanas se obtuvieron bajas calidades (valores e: 0,25; 4,4; 9,1), correspondientes a la cadena A 
de una proteína del sistema ubiquitina, la cadena B del correpresor 1 y la cadena A de una ATPasa 
del retículo endoplasmático (Tabla 2).  
 
Tabla 2. Datos homología con secuencias humanas. Descripción de las secuencias de aminoácidos obtenidas 
de alineamientos significativos con 3IPK y 3QE5, usando búsqueda BLAST-P (NCBI) limitada a registros que 
















3IPK              
(A3VP1 
Region) 
zonadhesin isoform 3 precursor Homo sapiens 43.9 43.9 16% 0.003 36.26% NP_003377.2 
zonadhesin splice variant 6 Homo sapiens 43.9 43.9 16% 0.003 36.26% AAL04413.1 
zonadhesin splice variant 5 Homo sapiens 43.9 43.9 16% 0.003 36.26% AAL04412.1 
zonadhesin variant 1 Homo sapiens 43.9 43.9 16% 0.003 36.26% AAK01431.1 
zonadhesin variant 4 Homo sapiens 43.9 43.9 16% 0.003 36.26% AAK01434.1 
zonadhesin variant 2 Homo sapiens 43.9 43.9 16% 0.003 36.26% AAK01432.1 
3QE5                   
(C- Terminal 
Region) 
Chain A, The Crystal Structure of 
E2-25k And Ubiquitin Complex 
Homo sapiens 36.6 36.6 15% 0.25 31.03% 3K9P_A 
Chain B, REST COREPRESSOR 
1 
Homo sapiens 32.7 32.7 5% 4.4 58.62% 2IW5_B 
Chain A, Transitional Endoplasmic 
Reticulum Atpase 
Homo sapiens 31.6 31.6 5% 9.1 51.72% 4KDI_A 
 
En relación a la búsqueda de homología de las secuencias con proteínas de otras bacterias 
(excluyendo S. mutans), ambos fragmentos, 3IPK - 3QE5, tienen proteínas homólogas con la 
misma especie bacteriana, 8 Streptococcus: S. intermedius, S. anginosus, S. macacae, S .orisratti, 
S. sobrinus, S. downei, S. cricetid, S. sanguinis y Granulicatella adiacens; adicionalmente para las 
homologías del fragmento 3IPK se encontraron 5 especies más de Streptococcus: S. troglodytae, 
S. gordonii, S. parasanguinis, S. oralis y S. constellatus. Las homologías encontradas usando 3IPK 
y 3QE5, corresponden a secuencias de la región V (Variable) de la proteína I/II, a las proteínas 
receptoras de aglutininas y al dominio de anclaje LPXTG de adhesinas de la familia del Ag I/II 





Tabla 3. Datos búsqueda de homología con secuencias procariotas. Descripción de las secuencias de 
aminoácidos que produce alineaciones significativas con 3IPK y 3QE5 mediante la búsqueda BLAST-P (NCBI) 
limitada a registros que incluyen: Procaryotae (taxid: 2) y excluyen: humanos (taxid: 9605) y Streptococcus mutans 
(taxid: 1309). El nombre de las bacterias resaltado en rojo representa a aquellas que se encuentran en un solo de los 





















Streptococcus troglodytae 978 1200 98% 0.0 96.93% BAQ24775.1 
agglutinin receptor Streptococcus anginosus 882 882 98% 0.0 88.75% PRT64203.1 





837 837 96% 0.0 85.00% WP_125364452.1 
antigen I/II family 
LPXTG-anchored 
adhesin 
Streptococcus gordonii 828 981 98% 0.0 81.87% WP_045772712.1 





828 1093 98% 0.0 82.21% WP_061590679.1 
antigen I/II family 
LPXTG-anchored 
adhesin 
Streptococcus macacae 825 919 99% 0.0 84.24% WP_003079727.1 
antigen I/II family 
LPXTG-anchored 
adhesin 
Streptococcus orisratti 792 1236 99% 0.0 79.80% WP_018375205.1 
antigen I/II family 
LPXTG-anchored 
adhesin 
Streptococcus oralis 787 1048 98% 0.0 78.21% WP_045593440.1 
protein I/II V-region 
Streptococcus 
intermedius 
786 786 77% 0.0 99.22% AAF20184.1 
protein I/II V-region 
Streptococcus 
constellatus 
784 784 77% 0.0 98.97% AAF20183.1 
antigen I/II family 
LPXTG-anchored 
adhesin 
Streptococcus sanguinis 774 1039 98% 0.0 77.35% WP_004193814.1 
LPXTG cell wall anchor 
domain-containing 
protein 
Granulicatella adiacens 769 819 98% 0.0 76.37% WP_005605884.1 
antigen I/II family 
LPXTG-anchored 
adhesin 
Streptococcus sobrinus 766 1006 98% 0.0 76.83% WP_019784233.1 
antigen I/II family 
LPXTG-anchored 
adhesin 




3QE5                   
(C- Terminal 
Region) 





932 932 96% 0.0 93.35% WP_117283309.1 
antigen I/II family 
LPXTG-anchored 
adhesin 
Streptococcus anginosus 927 927 96% 0.0 92.14% WP_143969960.1 
antigen I/II family 
LPXTG-anchored 
adhesin 
Streptococcus macacae 885 885 96% 0.0 87.90% WP_003079727.1 
antigen I/II family 
LPXTG-anchored 
adhesin 
Streptococcus orisratti 816 816 96% 0.0 81.85% WP_018375205.1 
antigen I/II family 
LPXTG-anchored 
adhesin 
Streptococcus sobrinus 812 812 96% 0.0 76.81% WP_019771067.1 
antigen I/II family 
LPXTG-anchored 
adhesin 
Streptococcus downei 808 808 96% 0.0 76.81% WP_002996622.1 
antigen I/II family 
LPXTG-anchored 
adhesin 
Streptococcus criceti 798 798 96% 0.0 76.21% WP_004225946.1 
LPXTG cell wall anchor 
domain-containing 
protein 
Granulicatella adiacens 764 764 96% 0.0 78.23% WP_005605884.1 
antigen I/II family 
LPXTG-anchored 
adhesin 
Streptococcus sanguinis 743 743 96% 0.0 70.77% WP_125377155.1 
 
De igual manera cuando se utilizó la base de datos con secuencias de proteínas específicas 
para bacterias de la cavidad oral las secuencias homólogas principalmente fueron con el receptor 
de aglutinina, 11 secuencias, y 13 secuencias fueron del  Ag I/II o Pac (Tabla 4). Además, se 
encontró que las secuencias homólogas para 3IPK - 3QE5, eran de las mismas seis bacterias S. 
mutans, S. intermedius, S. oralis, S. downei, S. sanguinis, Granulicatella adiacens y S. gordoni, 
pero para el fragmento 3IPK se encontraron homologías con secuencias de proteínas de otras 
bacterias como de Parvimonas micra, Cryptobacterium curtum, Mogibacterium timidum, 
Atopobium parvulum y Abiotrophia defectiva y para el fragmento 3QE5 las homologías incluyen 






Tabla 4. Datos búsqueda de homología con secuencias bacterias de cavidad oral. Descripción de las 
secuencias de aminoácidos que produce alineaciones significativas con 3IPK y 3QE5 utilizando la búsqueda BLAST-
P (HOMD) limitada a bacterias orales. El nombre de las bacterias resaltado en rojo representa a aquellas que se 
encuentran en un solo de los fragmentos 3IPK o 3QE5. 
 
AgI/II fragment Protein Description Max Score Per. Ident E value 
3IPK                                              
(A3VP1 Region) 
Cell surface antigen I/II Streptococcus mutans  838 86 0.0 
Major cell-surface adhesin 
PAc 
Streptococcus intermedius  770 83 0.0 
Agglutinin receptor Streptococcus oralis 682 78 0.0 
Major cell-surface adhesin 
Pac 
Streptococcus downei 665 78 0.0 
Agglutinin receptor Streptococcus sanguinis 659 77 0.0 
Major cell-surface adhesin 
Pac 
Granulicatella adiacens 658 76 0.0 
Agglutinin receptor Streptococcus gordonii  644 76 0.0 
Major cell-surface adhesin 
Pac 
Parvimonas micra 451 68 1E-125 
Agglutinin receptor Cryptobacterium curtum 165 45 5E-39 
Agglutinin receptor Mogibacterium timidum 154 46 6E-36 
Agglutinin receptor Atopobium parvulum 150 43 1E-34 
Agglutinin receptor Abiotrophia defectiva 147 42 8E-34 
3QE5                   
(C- Terminal 
Region) 
Major cell-surface adhesin 
Pac 
Streptococcus mutans 862 88 0.0 
Major cell-surface adhesin 
Pac 
Streptococcus intermedius 816 86 0.0 
Cell surface antigen I/II Streptococcus anginosus 750 83 0.0 
Major cell-surface adhesin 
Pac 
Granulicatella adiacens 689 77 0.0 
Major cell-surface adhesin 
Pac 
Streptococcus downei 688 77 0.0 
Major cell-surface adhesin 
PAc 
Streptococcus sobrinus 688 78 0.0 
Agglutinin receptor Streptococcus sanguinis 629 74 1E-178 
Agglutinin receptor Streptococcus gordonii  624 73 1E-177 
Cell surface antigen I/II Streptococcus oralis 622 73 1E-177 
Cell surface antigen I/II Streptococcus sinensis 333 52 8E-90 
Agglutinin receptor Streptococcus agalactiae 329 61 2E-88 
Agglutinin receptor Streptococcus vestibularis 327 60 7E-88 
 
En el análisis de similitud de estructura de proteínas se encontraron 3 coincidencias para 
cada fragmento 3IPK y 3QE5, 2 correspondientes a las cadenas A y B de cada uno 3ipkA, 3ipkB 




secuencia de la misma región A3VP1 de S. mutans AgI / II, y para 3QE5 fue 4tshA que es un 
complejo de interacción N-terminal y C-terminal de Ag I / II (tabla 5). 
 
Tabla 5. Datos búsqueda de homología estructural. Resultados de la búsqueda de homologías estructurales 
para 3IPK y 3QE5 con el programa FATCAT. Los datos corresponden solo a resultados con un P-valor < 0,05.    
 










3ipkA 489 1464.00 0.00e+00 0 489 0.00 0.00 489 0 100.00 
3ioxA 489 1450.65 0.00e+00 0 489 0.64 0.63 489 0 100.00 
3ipkB 489 1448.24 0.00e+00 0 489 1.60 1.60 489 0 100.00 
3QE5 
3qe5A 487 1440.00 0.00e+00 0 487 0.00 0.00 487 0 100.00 
3qe5B 487 1436.40 0.00e+00 0 487 0.59 0.57 487 0 100.00 
4tshB 485 1358.85 0.00e+00 0 464 0.64 0.64 486 22 95.47 
 
4.2 Selección de sitios de unión de ligando 
 
Para cada una de las proteínas 3IPK y 3QE5 se definieron 6 sitios de unión a ligando ya 
que se usaron dos programas para la predicción de estos “pockets” y cada programa por defecto 
selecciona los tres mejores sitios para cada proteína. En el caso de la proteína 3IPK el mejor sitio 
para la unión de ligandos establecido por el programa Metapocket se encontraba en las 
coordenadas X= 7,739, Y= 37,581 y Z= 26,828 con pequeñas diferencias en comparación con el 
pocket definido por el programa COACH X= 8,442, Y= 42,402 y 30,522, diferencias que se 
visualizaron al delimitar las coordenadas sobre la proteína y donde se observó una mayor 
diferencia en la ubicación de los segundos pockets definidos por los programas (Figura 3-A y 3-
B). Para la proteína 3QE5, los mejores sitios para la unión de ligandos (Pockets 1 = P1) 









Figura 6. Datos de coordenadas y esquema de ubicación de sitios de unión. Datos de las coordenadas en los 
ejes X, Y y Z para 3 sitios de unión a ligando delimitados en las tres imágenes (P1,P2,P3) de la estructura proteica, 
con la caja de colores verde, azul y rojo (Preparada en AutoDockTools); establecidos para 3IPK por el programa 
Metapocket (A) y COACH (B) y para 3QE5 por Metapocket (C) y COACH (D).  
 
4.3 Acoplamiento molecular y selección de compuestos 
 
En total se realizaron 36 acoplamientos moleculares, debido a que se seleccionaron dos 
proteínas, 3IPK y 3QE5 y para cada una de ellas se obtuvieron 6 sitios de unión o pockets, para la 
búsqueda de compuestos en 3 librerías. Cada acoplamiento, a partir de la TACC con el autodock 
vina, por defecto arrojó 1000 compuestos, para un total de 36.000 compuestos. Para filtrar todos 





1 7.739 37.581 26.828 16.97
2 26.182 63.410 1.527 4.35
3 8.756 41.334 17.724 1.63





1 8.442 42.402 30.522 0.375
2 16.431 32.680 14.360 0.051
3 -5.605 37.483 28.032 0.051





1 26.775 35.391 81.221 13.69
2 35.450 42.813 114.619 5.86
3 101.525 56.924 161.536 5.64





1 69.690 53.887 128.439 0.21
2 55.817 51.819 112.584 0.20
3 72.663 44.614 148.421 0.19
P1                                              P2                                             P3 
P1                                              P2                                             P3 
P1                                              P2                                             P3 








esos compuestos, se utilizaron dos métodos, uno basado en los mejores valores de acoplamiento y 
el otro en los compuestos con mayor número pockets con los que interaccionó; de cada método se 
seleccionaros los mejores 10 compuestos, para un total de 20 compuestos. Sin embargo, se 
encontró que el compuesto ZINC19924906 de la librería “Small”, fue seleccionado por ambas 
características. El compuesto ZINC68568370 de la librería de compuestos naturales fue el que 
presentó el mejor de energía de interacción -12,8; por el contrario, de acuerdo a compuestos que 
interaccionaron en un mayor numero de pockets, los 10 seleccionados son dela librería Small y se 
acoplaron a los 12 pockets utilizados para los acoplamientos, es decir que tienen afinidad para 
ambas proteínas (Tabla 6)(38). 
 
Tabla 6. Datos de re-acoplamiento local de los compuestos seleccionados. Resultados de energía de 
interacción obtenidos del re-acoplamiento con una exhaustividad de 20, para la interacción de las proteínas 3IPK y 
3QE5 con los compuestos seleccionados, librerías de las cuales se obtuvieron y número de pockets con en los que se 
encontró cada compuesto. El compuesto resaltado en negro fue el único compuesto que además de interactuar en todos 
los sitios de interacción en ambas proteínas 3IPK y 3QE5, lo hizo con una alta afinidad. COA: programa COACH. 
MET: programa Metapocket 2.0. Los valores resaltados con un fondo azul claro representan los valores de energía de 





4.4 Predicción in silico de propiedades ADME de los compuestos seleccionados  
 
A los 19 compuestos seleccionados se les calcularon las propiedades ADME, teniendo en 
cuenta 13 parámetros farmacocinéticos y de acuerdo con lo establecido para esta investigación se 
encontró que ninguno de los compuestos presentó mas de 2 violaciones a las reglas de Lipinski ni 
tuvieron mas de dos parámetros cuyos valores estuvieran por fueran de los rangos establecidos. 
Particularmente, el peso molecular de todos los compuestos tuvo un rango entre 312,4 y 634,2 y 
en relación a las reglas de Lipinski 10 de ellos no presentaron ninguna violación, 3 presentaron 
una violación y 6 compuestos 2 violaciones (tabla 7).  
 
Tabla 7. Datos de parámetros fisicoquímicos y farmacocinéticos predictivos. Resultado de los parámetros 
fisicoquímicos y los perfiles farmacocinéticos predictivos, de los compuestos seleccionados. Calculados en la 
aplicación QuikProp versión 3.2, del software Schrödinger. Los datos resaltados en rojo indican valores fuera del 
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ZINC68568370   504,6 790,9 10,0 0,0 0,0 11,4 9906,0 5899,0 2,2 2,0 100,0 low 
Sin grupos 
ionizables 
ZINC70669788 605,0 935,2 4,0 2,0 5,4 7,9 1180,0 591,0 -2931,0 2,0 100,0 low (-0,58) - (-1,19) 
ZINC70669789 605,0 925,7 4,0 2,0 5,4 7,9 1256,0 633,0 -2878,0 2,0 100,0 low (-0,58) - (-1,19) 
ZINC34257514 509,6 807,8 3,0 0,0 4,5 6,4 564,0 266,0 -3,0 2,0 88,0 low 
Sin grupos 
ionizables 
ZINC04817561   522,6 788,6 2,0 0,0 7,0 5,4 2447,0 1301,0 -2,2 2,0 93,0 low (9,32) -(3,93) - (3,32) 
ZINC67912808 634,2 767,7 2,0 3,0 8,0 5,8 3052,0 3542,0 -2035,0 2,0 100,0 low 
(15,05) - (13,69) - 
(13,69) 
ZINC70686498 554,7 873,0 2,0 1,0 8,0 4,7 203,0 247,0 -2,7 1,0 83,0 high (15,17) - (8,5) 
ZINC04015296 493,5 750,7 0,0 0,0 9,0 3,3 243,0 107,0 -2,6 0,0 89,0 high (-1,31) 




ZINC00970517 312,4 521,6 0,0 0,0 1,5 4,9 9906,0 5899,0 0,1 0,0 100,0 low 
Sin grupos 
ionizables 
ZINC01033612 406,8 692,1 5,0 0,5 5,5 4,4 511,0 590,0 -1972,0 0,0 100,0 low   
(12,35) - (9,77) - 
(2,31) 
ZINC08647964 419,4 656,7 4,0 0,0 7,5 2,5 101,0 41,0 -3,5 0,0 77,0 high (8,92) - (3,82) 
ZINC12369546 451,3 709,0 2,0 0,0 4,5 6,0 1918,0 10000,0 -1,4 1,0 100,0 low 
Sin grupos 
ionizables 
ZINC19924906 453,6 774,9 1,0 0,0 9,0 3,4 391,0 270,0 -3,4 0,0 93,0 high (6,6) - (0,32) - (-1,91) 
ZINC03120327 393,5 678,2 3,0 0,0 4,0 5,3 1895,0 1410,0 -0,7 1,0 100,0 low (-0,82) 
ZINC19835160 464,6 775,2 2,0 0,0 6,8 4,9 772,0 413,0 -2,8 0,0 100,0 high (7,11) - (0,89) 
ZINC19835187 479,6 746,5 1,0 0,0 7,3 4,8 961,0 883,0 -2,8 0,0 100,0 high (6,98) - (-0,78) 
ZINC19924939 470,6 671,3 2,0 0,0 7,5 3,7 378,0 191,0 -3,4 0,0 95,0 high (6,35) - (0,27) 
ZINC59608258 494,4 737,3 6,0 2,5 5,5 4,7 185,0 698,0 -4,1 0,0 95,0 high 




4.5 Predicción computacional de toxicidad de los compuestos.   
 
Un análisis adicional a las propiedades ADME y a las reglas de Lipinski, fue la evaluación 
predictiva de las probabilidades de citotoxicidad de los compuestos para lo cual se utilizó como 
referencia la Clorhexidina, uno de los antimicrobianos usado con mayor frecuencia en cavidad oral 
y que tiene una dosis letal 50 (DL50) experimental de 1260 mg/kg (62). Para este estudio se calculó 
una DL50 de 1100 mg/kg, por tanto, es un compuesto de categoría IV (C-IV). En relación a los 
compuestos 1 (ZINC67912808) fue categorizado como C-II (DL50= 10mg/kg), el compuesto 
ZINC19924939, común en los dos sistemas de selección (mejor energía de acoplamiento y numero 
de pockets de interacción), se clasificó como C-III con una DL50 de 184 mg/kg; 15 compuestos 
de acuerdo a sus DL50 fueron C-IV (ZINC70686498, ZINC04817561, ZINC04015296, 
ZINC08594547, ZINC70669788, ZINC70669789, ZINC68568370, ZINC19835160, 
ZINC19924906, ZINC03120327, ZINC01033612, ZINC19835187, ZINC59608258, 




tuvieron clasificaciones C-V con una DL50 de 3550 y 3250 mg/kg, respectivamente (Figura 7). 
Compuestos C-VI no fueron encontrados en este estudio.   
 
 
Figura 7. Datos de Ld50 (mg / kg) calculados para compuestos seleccionados. Se utilizó clorhexidina como 
referencia y se incluyen sus valores de DL50 experimentales y predictivos 1260 y 1100 (mg/kg). La línea roja 
representa el punto de referencia de DL50, basado en los datos experimentales de DL50 de la Clorhexida. Las barras 
verdes representan en compuesto de referencia, que para este caso fue la Clorhexidina, las barras negras representan 
los compuestos que fueron seleccionados de acuerdo con los valores de energías de interacción y las barras azules a 
los compuestos seleccionados de acuerdo al número de sitios de interacción en los que se acoplo. De acuerdo con la 
DL50, la línea roja establece el límite de los compuestos clasificados como probablemente fatales (Grupos I y II), la 
línea amarilla para compuestos probablemente tóxicos (Grupos III y IV) y la línea verde probablemente nocivos o no 
tóxicos (Grupos V y VI). 
 
Adicionalmente, se analizó la probabilidad para los compuestos de presentar características 
de hepatotoxicidad, carcinogenicidad, immunotoxicidad y mutagenicidad (Figura 5); 6 
compuestos (ZINC67912808, ZINC68568370, ZINC04817561, ZINC03120327, ZINC19835160, 




por lo menos 2 de estas características (ZINC70669788, ZINC70669789, ZINC08594547, 
ZINC01033612, ZINC12369546, ZINC34257514, ZINC00970517) y los compuestos 
ZINC04015296 y ZINC08647964  presentaron por los menos 3 características citotóxicas. 
Finalmente, se seleccionaron 4 compuestos ZINC19835187, ZINC19924939, ZINC70686498 y 
ZINC19924906 los cuales no presentaron ninguna probabilidad de características citotóxicas, al 
igual que la Clorhexidina (Figura 8) (Anexo 3). A continuación, se presentan los nombres IUPAC 
(International Union of Pure and Applied Chemistry) para los compuestos seleccionados para 
evaluación in vitro (Figura 9), después de los análisis in silico.  
 
ZINC19835187 - (ZI-187): IUPAC Name = 1-[2-(2,3-dihydro-1-benzofuran-5-yl) -1,3-
thiazole-4-carbonyl]-4-(9H-fluoren-9-yl) piperazine 
ZINC19924939 - (ZI-939): 1-(9H-fluoren-9-yl)-4-[(5-methyl-1-phenyl-1H-pyrazol4yl) 
sulfonyl]piperazine 
ZINC19924906 – (ZI-906): IUPAC Name = 2-{5-[4-(9H-fluoren-9-yl) piperazine-1-
carbonyl]-4-methyl-1,3-thiazol-2-yl}pyrazine 









Figura 8. Datos de probabilidad predictiva de toxicidad de los compuestos seleccionados. Resultados de la 
probabilidad predictiva de toxicidad (Hepatotoxicidad - Carcinogenicidad - Inmunotoxicidad - Mutagenicidad), de los 
compuestos seleccionados, calculada en el laboratorio virtual ProTox -II. Se incluyó en este análisis como referencia 
la clorhexidina, haciendo el mismo calculo.   
 
 
Figura 9. Estructuras de los compuestos seleccionados por análisis in silico. Estructuras de los compuestos 
seleccionados por análisis in silico con afinidad por el Ag I/II y potencial inhibitorio de la adhesión de S. mutans. Los 
grupos funcionales de estas estructuras se resaltan en diferentes colores y se describen en el texto. 1- ZI-187. 2- ZI-







































































































































Probabilidad predictiva de toxicidad de los compuestos seleccionados





4.6 Análisis de tipo de interacción compuesto – proteína 
 
Este análisis se realizó solo para 3 compuestos, no se tuvo en cuenta el compuesto ZI-498, 
debido a que no estaba disponible para la compra. De acuerdo a los complejos construidos entre 
cada compuesto con los dos ligandos, es decir con las proteínas 3IPK y 3QE5, se caracterizaron 
las posibilidades de presentar puentes de hidrogeno, en cada sitio de unión establecido por los dos 
predictores de pockets, además de describir la subestructura del compuesto y los residuos de 
aminoácidos de la proteína, en los que se dieron estos enlaces (Tabla 8).  Para el compuesto ZI-
187, se estableció que con ambas proteínas, 3IPK y 3QE5, se pueden presentar puentes de 
hidrogeno, en 5 pockets un solo puentes de hidrogeno y en 4 pockets de a 2 puentes de hidrogeno, 
los cuales se pueden dar entre el grupo Thiazole con los residuos Lys 811-Thr 652 – Lys 621 – Ser 
697 y el grupo 4-Carbonyl con los residuos Asn 820 - Thr 837, específicamente en la proteína 
3IPK; para la proteína 3QE5 el grupo Thiazole con los residuos Lys 1030 - Arg 1197 – Lys 621, el 
grupo 4-Carbonyl con los residuos Gly 321 - Arg 1221 y el grupo 2,3 – dihydro -1- benzofuran 
con los residuos Asn 1245 – Lys 1285 (Tabla 8).  
 
Para el compuesto ZI-939, también puede presentar puentes de hidrogeno con ambas 
proteínas, 3IPK y 3QE5, sin embargo, con una menor frecuencia con relación al ZI-187, ya que 
tan solo 4 pockets pueden presentar puentes de hidrogeno y un pocket dos, los cuales se pueden 
dar entre el grupo 1H-pirazol con los residuos Ser 704 - Asn 590 - Thr 837 y el grupo sulfonyl con 




y el grupo 4-Carbonyl con los residuos Asn 820 - Thr 837, específicamente en la proteína 
3IPK; para la proteína 3QE5 el grupo Thiazole con los residuos Lys 1030 - Arg 1197 – Lys 621, 
el grupo 4-Carbonyl con los residuos Gly 321 - Arg 1221 y el grupo 2,3 – dihydro -1- benzofuran 
con los residuos Asn 1245 – Lys 1285. Por último, los análisis predictivos de solubilidad 
mostratron que los 3 compuestos presentan una solubilidad baja (Tabla 9). 
 
Tabla 8. Datos de interacciones de tipo puentes de hidrógenos. Caracterización de interacciones de tipo 
puentes de hidrógenos (enlace – H) entre los compuestos y los dos fragmentos proteícos 3ipk - 3qe5, en los sitios de 
unión “Pockets” establecidos por los dos programas Metapocket y COACH. Utilizando el software Chimera. 
 
 




# H-Enlaces Grupo del compuesto que interactúa en el H-enlace
Residuo de aminoácido 




COACH -10,7 1 Thiazole Lys 811 3.383
MET -10,7 1 Thiazole Lys 811 3.293
4- carbonyl Asn820 2.733
Thiazole Thr 652 3.407
4- carbonyl THR 837 2.313
Thiazole Lys 621 2.895
COACH -8,5 0
MET -10,3 1 Thiazole SER 697 3.113
Thiazole LYS 1023 2.559
4- carbonyl GLY 321 2.308
MET -8,7 0
COACH -7,5 1 2,3-dihydro-1-benzofuran Asn 1245 2.201
MET -8,4 1 4- carbonyl Arg 1221 2.162
COACH 2,3-dihydro-1-benzofuran Lys 1285 2.272
Thiazole Arg 1197 2.294
MET -8,8 0
COACH -10,4 1 1H-pyrazol Ser 704 2.407
MET -10,4 1 1H-pyrazol Ser 704 2.394
COACH -9 1 1H-pyrazol Asn 590 2.748







-6,4 2 1H-pyrazol Arg 1197 2.465
1H-pyrazol Arg 1197 2.008
MET -7,9 0
-11,1 2 Pirazine Lys 812 2.279
Thiazole Ser 704 2.273
-11 2 Pirazine Lys 812 2.245
Thiazole Ser 704 2.281
COACH -7,1 0
Pirazine Lys 621 2.298
1-carbonyl Thr 837 2.090
COACH -7,1 0
MET -9,2 1 Thiazole Ser 762 2
COACH -6,9 1 Pirazine Ile 1157 2.239
MET -8,3 0
COACH -6,7 0
MET -7,5 1 Pirazine Arg 1221 2.446
COACH -6,8 1 Pirazine Asn 1015 1.971
Pirazine Tyr 1131 2.049











































Tabla 9. Datos de cálculo de solubilidad de los compuestos seleccionados. Resultados del cálculo de 
solubilidad en agua para los compuestos seleccionados, utilizando un consenso de 3 métodos Log S (ESOL), Log S 




4.7 Ensayo de citotoxicidad y actividad antimicrobiana 
 
Para confirmar la citotoxicidad de los compuestos se evaluó su efecto sobre el crecimiento 
de células de fibroblastos de ligamento periodontal y se evaluó su actividad antimicrobiana sobre 
la bacteria Streptococcus mutans - Lt11 (UB579 WT) y la levadura Candida albicans NCPF 3179. 
En estos ensayos se confirmaron que no existen diferencias significativas entre las células FLP 
tratadas durante 24 horas, con los compuestos ZI-187 (P–valor = 0.7372), ZI-939 (P-valor = 0,8) 
y ZI-906 (P-valor = 0,7964) a una concentración de 100 µM (Figura 10), en comparación con las 
células sin tratamiento, por tanto, los compuestos no tienen efectos sobre el crecimiento de células 
































































Figura 10. Ensayo de citotoxicidad sobre células de FLP. Porcentaje de viabilidad celular utilizando 
fibroblastos de ligamento periodontal (FLP)  sin tratamiento NT, tratadas con DMSO 1% y tratadas con los 
compuestos ZI-187, ZI-939 y ZI-906 a una concentración de 100 µM, mediante citometría de flujo laminar con 
Yoduro de Propidio (IP) 
 
Por otro lado, los compuestos en concentraciones entre 1000 - 100 – 10 µM co-cultivados 
con S. mutans LT-11, al igual que con C. albicans - NCPF 3179, no afectan su crecimiento, dado 
que no hay diferencias significativas entre los tratamiento y los microorganismos tratados con 








































Figura 11. Ensayo de actividad antimicrobiana sobre S. mutans – LT11. Evaluación de actividad 
antimicrobiana de los compuestos ZI-187, ZI-939 y ZI-906 a concentraciones de 1000 -100 – 10 µM, sobre el 
crecimiento de S. mutans – LT11, tratadas por 24 horas. Control de crecimiento (S. mutans – LT11), control del 
solvente (S. mutans – LT11 en DMSO10%), Control de muerte (CHX: Clorhexidina 0,2%). Para este ensayo el OD 




































































































































Figura 12. Ensayo de actividad antimicrobiana sobre C. albicans - NCPF 3179. Evaluación de actividad 
antimicrobiana de los compuestos ZI-187, ZI-939 y ZI-906 a concentraciones de 1000 - 100 – 10 µM, sobre el 
crecimiento de C. albicans - NCPF 3179, tratadas por 24 horas. Control de crecimiento (C. albicans), control del 
solvente (C. albicans en DMSO10%), control de muerte (CHX: Clorhexidina 0,2%). Para este ensayo el OD (100%): 
2,294 (SEM = 0,013) y P-valor= <0,001. 
 
4.8 Ensayo de adhesión en Streptococcus mutans - Lt11 (UB579 WT) 
 
Se estableció que al tratar por 3 horas S. mutans LT11 con los 3 compuestos evaluados 
inhibieron la adhesión de la siguiente manera, el compuesto ZI-187 a una concentración de 25 µM 































































































































95,0% (SEM= 0,6) y a 200 µM fue del 95,9% (SEM= 0,6) (Figura 3-A), con un IC50 de 30,7 µM 
























































DMSO (10%): 84,8 %  (SEM = 3,9)
CHX (0,2%). :  38,6 %  (SEM = 2,0)
200 µM          :    4,1 %  (SEM = 0,6)
100 µM          :    5,0 % (SEM = 0,6)
  50 µM          : 18,4 %  (SEM = 2,1)





















































DMSO (10%): 84,8 %  (SEM = 3,9)
CHX (0,2%). :  38,6 %  (SEM = 2,0)
200 µM          :    3,1 %  (SEM = 0,3)
100 µM          :   16,9 % (SEM = 5,5)
 50 µM           :  25,5 %  (SEM = 5,9)





Figura 13. Ensayo de inhibición de adhesión de S. mutans – LT11. Gráfica de promedios y error estándar 
correspondiente a los datos del ensayo de adhesión de S. mutans – LT11 tratada con concentraciones 200 - 100 – 50 
– 25 - 12,5 µM del compuesto ZI-187 (A), ZI-939 (B) y ZI-906 (C). Los asteriscos representan el nivel de significancia 
establecido por la diferencia obtenida del porcentaje de adhesión de los tratamientos, en comparación con el porcentaje 
de adhesión de S. mutans – LT11 en DMSO 10%.  
 
Para ZI-939 a una concentración de 25 µM la inhibición fue del 48,6% (SEM = 7,6), a 50 
µM fue del 74,5% (SEM =5,9), a 100 µM fue del 83,1% (SEM =5,5) y a 200 µM fue del 96,9% 
(SEM =0,3) (Figura 3-B), con un IC50 de 12,6 µM (IC95% = 7,6 - 21,1) (Tabla 13) y para ZI-906 
a una concentración de 25 µM la inhibición fue del 17% (ES= 3,3), a 50 µM fue del 27,9% 
(ES=3,3), a 100 µM fue del 81,7% (ES=1,8) y a 200 µM fue del 93% (ES=0,7) (Figura 3-C), con 






















































DMSO (10%): 84,8 %  (SEM = 3,9)
CHX (0,2%). :  38,6 % (SEM = 2,0) 
200 µM          :    7,0 %  (SEM = 0,7)
100 µM          :  18,3 % (SEM = 1,8)
  50 µM          : 72,1 %  (SEM = 3,3)




Tabla 10. Datos IC50 de los compuestos en inhibición de la adhesión de S. mutans – LT11. Resultados del 
IC50 obtenido para los compuestos ZI-187, ZI-939 y ZI-906 a concentraciones  200 - 100 – 50 – 25 - 12,5 µM, en el 
ensayo de adhesión de S. mutans – LT11. 
 
Compuestos ZI-187 ZI-939 ZI-906 
IC50 (µM) 
95% - CI 
30,7 
(18,2 – 51,9) 
12,6 
(7,6 - 21,1) 
78,6 





Figura 14. Registro fotográfico de Aglutinación de S.mutans - LT11 tratada con los compuestos. Registro 
fotográfico de la aglutinación generada a la bacteria S.mutans - LT11 en el momento en el que se le adiciona los 
compuestos ZI-187, ZI-939 y ZI-906 a las concentraciones donde se presentó inhibición de la adhesión. 
 
Adicionalmente, se observó un fenómeno de aglutinación bacteriana al mezclar cada 
compuesto con las bacterias, solo en las concentraciones donde se afectó la inhibición (Figura 14).  
Dado que el compuesto ZI-187 fue el que presentó una mayor inhibición de la adhesión de S. 
mutans-LT11 y a una menor concentración, fue seleccionado para un análisis de microscopía 
electrónica de barrido (Figura 15), donde fue evidente la reducción del porcentaje de células 




de ZI-187, logrando visualizar que las células tenían estructura celular intacta, formas redondas 




Figura 15. Microscopia electrónica de barrido de la adhesión de S. mutans – LT11. Microscopia electrónica 
de barrido de la adhesión de S. mutans – LT11 en solución salina por 3 horas, magnificación 7000x (A) y 19000x (B) 
y tratada con 100 µM del compuesto ZI-187 por 3 horas, magnificación 4000x (C) y 11000x (D). 
 
4.9 Simulación de dinámica molecular  
 
Mediante simulación de dinámica molecular se estableció que el complejo 3ipk/ZI-187 






fuertes cuando se acopló con ZI-187 (Figura 16-A). De acuerdo con el resultado de RMSF, no se 
observó una fluctuación significativa de los residuos de aminoácidos, sin embargo, entre los 
residuos 550-600 y 800-850, se presentaron algunas diferencias en los picos del gráfico según la 
proteína 3IPK APO (negro) y el complejo (rojo) (Figura 16-B). Además, se observaron uno y dos 
puentes de hidrogeno entre el complejo durante el tiempo de simulación (Figura 16-C) y una 
constante estructura compacta de proteína en el complejo (Figura 16-D),  
 
A       B 
 
C       D 
 
 
Figura 16. Graficas de la simulación de dinámica molecular del complejo 3IPK/ZI-187. Resultados de los 
parámetros de la simulación de dinámica molecular para RMSD (Raíz de la desviación cuadrática media) (A), RMSF 
(Raíz de la fluctuación cuadrática media) (B), numero de puentes de hidrogeno (C) y radio de giro (compacta) (D), 








La caries dental es una enfermedad muy prevalente en el hombre, tiene un carácter 
multifactorial y uno de esos factores es la parte microbiológica, en la que se conoce participan una 
gran cantidad de bacterias cariogénicas, siendo S. mutans la mas frecuente y las mas estudiada. 
Las terapias para la caries dental no son selectivas y tienen un amplio espectro lo cual compromete 
bacterias importantes para el mantenimiento de la salud oral. Bajo esta problemática se realizó una 
investigación con el objetivo de encontrar, mediante el uso de herramientas bioinformáticas, 
compuestos que puedan ser selectivos para la adhesina Ag I/II de S. mutans, que no afecten otros 
microorganismos y que no presenten características citotóxicas.  
 
En este sentido, para la proteína Ag I/II de S. mutans no se encontró una estructura 
cristalizada  completa, quizás por su gran tamaño el cual varia alrededor de los 1.600 aminoácidos 
aproximadamente, entre los diferentes estreptococos (33), solo se encontraron 4 cristales de las 
cadenas A de diferentes regiones de esta proteína, denominados 3ipk.1.A que corresponde a la 
región A3VP1 y comprende los residuos de aminoácidos 392 a 870 (32), 3qe5.1.A que corresponde 
al dominio C-terminal e incluye los residuos 996 a 1482 (33), 1jmm.1.A que es la región V de los 
residuos 464 a 823 (79) y por ultimo el cristal 3opu.1.A de la región del dominio C-terminal de 
los residuos 1152 a 1489 (80). Sin embargo, para este estudio se seleccionaron únicamente los 
cristales de las cadenas A de las proteínas de la región A3VP1 (PDB: 3IPK) y la región C-terminal 




de la proteína, el grado de natividad de las características estructurales observadas en el modelo 
en una escala global (QMEAN), cobertura de la proteína Ag I/II, por parte de los cristales de las 
proteínas 3IPK, la cual incluye casi en su totalidad los residuos de 1JMM y 3QE5 los residuos de 
3OPU (figura X). Adicionalmente, es muy importante tener en cuenta que los cristales de las 
proteínas 3IPK y 3QE5, son fragmentos que desempeñan un papel muy importante en el proceso 
de adhesión de S. mutans al diente, ya que están ubicados en los extremos de la adhesina AgI/II 
están implicados en el reconocimiento del SAG humano (32). 
 
 
Figura 17. Cristales de las regiones de la proteína Ag I/II de S. mutans. A. Modelo de la estructura Ag I/II 
de Streptococcus mutans y la región de propuesta, de unión con la SAG humana, donde se producen interacciones 
tanto en el extremo distal a través de la región A3VP1 (3IPK), en un sitio de adherencia secundario mediado por el 
dominio C-terminal; tomado de (32). B. Estructura del cristal de la proteína  de A3VP1 de Ag I/II PDB ID: 3IPK (32). 
C. Estructura del cristal de la proteína del extremo carboxilo terminal de Ag I/II PDB ID: 3QE5 (33). D. Gráfico 
modificado de (33) que representa la secuencia de la proteína Ag I/II (1566 aa) y la descripción de los residuos de aa 
que constituyen los cristales de las regiones de la proteína: Región V (PDB: 1JMM) (79)1; dominio C-terminal (80)2; 





En esta investigación se realizó un análisis de homología de secuencia y estructural de 
3IPK y 3QE5, debido a que ambos cristales se utilizaron para la búsqueda y selección de 
compuestos con alta afinidad a estas proteínas, por ello es importante identificar otras proteínas 
que por ser similares a estas dos proteínas podrían afectarse con los compuestos seleccionados. Al 
realizar la búsqueda en la base de datos de proteínas humanas se encontraron pequeñas similitudes, 
con una proteína específica del espermatozoide que participa en la fertilización de mamíferos (81), 
la cadena A de enzimas conjugadoras de ubiquitina (E2) que participan en el mecanismo de 
degradación de proteínas por el sistema proteosoma (82), la cadena A de una ATPasa del retículo 
endoplásmico transicional que juega un papel esencial en la retrotranslocación de los sustratos 
modificados con ubiquitina desde el retículo endoplásmico al citosol a través del retículo 
endoplásmico (83) y finalmente, otra secuencia proteica de un correpresor que participa en la 
metilación y desmetilación del nucleosoma (84). Sin embargo, los datos obtenidos para estos 
alineamientos no fueron significativos, lo que podría indicar que los compuestos no presentaran 
efectos sobre proteínas humanas. 
 
Por otro lado, al realizar el análisis de homología de secuencia con la base de datos de 
proteínas bacterianas, se encontraron homologías con proteínas de 23 especies bacterianas que en 
su mayoría son habitantes normales de cavidad oral, tracto gastrointestinal y genitourinario, pero 
que están asociadas a diversas patologías en el humano; dentro de ellas se encuentran bacterias 
como Streptococcus troglodytae que se encuentra en la cavidad oral del chimpancé (85,86), 
Abiotrophia defectiva, comensal oral asociado a endocarditis y aortitis (87); Atopobium parvulum, 
aislado particularmente del dorso de la lengua asociado a halitosis y sepsis bacteriana (88); 




y abscesos de la cavidad oral (89); Granulicatella adiacens flora oral y grastrointestinal humana 
asociado a bacteremia; Mogibacterium timidum, asociado a periodontitis agresiva (90); 
Parvimonas micra, forma parte de la flora oral y gastrointestinal, asociado meningitis, artritis 
séptica, espondilodiscitis, endocarditis y abscesos cerebrales (91–93); Streptococcus agalactiae, 
catalogado como el mayor causante de muertes en neonatos, reconocido como un parasito 
emergente principalmente asociado a bacteriemias, infecciones de la piel, síndrome de choque 
toxico, endocarditis (94).  
 
También, se encontraron bacterias como S. sanguinis asociadas a enfermedad periodontal 
por interacción con otras bacterias (95) y S. gornodii, asociado a endocarditis   (96). Por ultimo, 
las secuencias en su mayoría pertenecen a un grupo grande de comensales bacterianos de cavidad 
oral, pero que pueden generar faringitis, bacteriemias, infecciones purulentas en el cuello y en 
órganos internos como el hígado y el cerebro y cáncer colonorectal, Streptococcus parasanguinis, 
Streptococcus sinensis, Streptococcus vestibularis, Streptococcus cricetid, Streptococcus downei, 
Streptococcus macacae, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus oralis, 
Streptococcus orisratti, Streptococcus anginosus, Streptococcus constellatus y Streptococcus 
intermedius (97–101). Adicionalmente, las mayoría de las proteínas de estas bacterias, con las que 
se reportó alguna homología importante con  3IPK y 3QE5, fueron receptores de aglutininas y el 
Ag I/II  que pertenecen al grupo de adhesinas bacterianas y generalmente son factores de virulencia 
importante para su capacidad patogénica (102–104).  
 
En relación a los resultados de las homologías estructurales de 3IPK y 3QE5, estos 




a S. mutans, ya que las únicas proteínas con homologías estructurales fueron 3ioxA de la región 
A3VP1 (32) y 4tshA que es un complejo de interacción N-terminal y C-terminal (105), ambas del 
Ag I/II de S. mutans.  
 
De acuerdo a lo anterior, se confirmó con las secuencias y las estructuras de las proteínas 
3IPK y 3QE5, que al usar estos cristales como blanco para la selección de compuestos para la 
inhibición de la adhesión de S. mutans, dichos compuestos no fueran a presentar afinidad por 
proteínas humanas a través de las cuales se pudiera generar alguna citotoxicidad o afinidad por 
proteínas bacterianas que afectaran especies de importancia en la flora microbiana de la cavidad 
oral.  
 
Después de definir estas dos proteínas, un paso fundamental para los estudios de búsqueda 
de compuestos basados en estructuras virtuales, es la selección de los sitios de unión de ligandos, 
es decir los sitios de la proteína en donde se direcciona el acoplamiento, ya que estos sitios deben 
tener unas características típicas como ser cóncavos, tener una variedad de donantes y aceptores 
de puentes de hidrógenos y características hidrofóbicas (106); de lo contrario pueden presentarse 
falsos negativos a la hora de seleccionar compuestos para ensayos in vitro, pues estos errores 
pueden presentarse cuando no se conocen sitios de unión en la proteína o cuando se usan modelos 
por homología, causando por ejemplo, que se seleccionen pockets de volúmenes pequeños que va 
a generar uniones o conformaciones incorrectas (107). Por esa razón, para esta investigación se 
utilizaron dos multiservidores o programas específicos para la selección de sitios de unión a 
ligando, que tienen algoritmos diferentes de selección, el MetaPocket usa un método de consenso 




SiteFinder y SURFNET, que se combinan para mejorar la tasa de éxito de la predicción y que está 
basada en la geometría y superficie de las proteínas (55), a diferencia del COACH que utiliza el 
consenso de dos métodos, uno basado en la comparación de subestructuras específicas de unión 
(TM-SITE) y otro en la alineación del perfil de secuencia (S-SITE), para predicciones de sitios de 
unión basados en proteínas conocidas (56) y al no encontrar un parámetro para definir cual de los 
dos predictores puede dar resultados mas precisos, se decidió utilizar ambos para la realización del 
docking.   
 
Posterior a la búsqueda de los compuestos, el paso mas critico son los criterios para la 
selección final de los compuestos que se llevaran a la evaluación in vitro. Este aspecto es muy 
importante, ya que generalmente en los estudios computacionales de acoplamiento molecular se 
elijen los compuestos a través del puntaje de predicción de la mejor energía de interacción 
compuesto-ligando. Para el caso de S. mutans, se han reportado algunos estudios de docking 
molecular (28,38), utilizando la Gtf-C como proteína blanco, y se han propuesto algunos 
compuestos con actividad antibiofilm.  
 
Sin embargo, se ha reportado que, además de utilizar los valores del acoplamiento, es 
necesario incluir otros análisis estructurales para la selección de los compuestos (108). Por lo 
anterior, en esta investigación se decidió establecer un protocolo de 10 pasos (Figura 10) para la 
búsqueda y selección de compuestos basados en estructuras virtuales, pretendiendo que dichos 
compuestos, además de tener alta afinidad a la proteína de interés, tengan las propiedades 
farmacocinéticas adecuadas, que sean seguros en relación a su citotoxicidad; siendo importante 




causal de caries dental, su utilidad tiene aplicabilidad sobre otros patógenos. Para lo anterior, se 
ha propuesto que a partir de la secuencia de la proteína de interés obtenida del GenBank (109), se 
utilice el programa de acceso libre Swissmodel (https://swissmodel.expasy.org/), un servidor de 
modelamiento de proteínas por homología de estructuras totalmente automatizado, con el cual se 
pueden buscar y seleccionar los cristales de proteínas que serán utilizados para el acoplamiento 
molecular. El siguiente paso es realizar una búsqueda de proteínas por homología de secuencia y 
estructural, para evaluar y verificar que los compuestos que se seleccionaran no interactúen con 
proteínas similares a la de interés y que generen problemas de citotoxicidad alteren otros 
organismos que no son de nuestro interés.  
 
Además de este paso, como se mencionó con anterioridad, es muy importante la selección 
de los sitios de interacción molecular, en donde se dirigirá la búsqueda de los compuestos y para 
ello se sugiere apoyarse en programas de predicción de estos sitios de unión, teniendo en cuenta 
sus algoritmos, pues dado que es un paso crucial en los estudios computacionales de búsqueda de 
fármacos existen en la actualidad una gran diversidad de programas y estrategias para la selección 
de los sitios de interacción (110–112); para este estudio se seleccionaron 2 programas COACH y 
MetaPocket, descritos previamente, que tienen algoritmos y se basan en datos de otros programas. 
La búsqueda de compuestos se realizó con la librería ZINC15 (https://zinc15.docking.org/) 
utilizando el Centro de Computación Avanzada de Texas (TACC), pero en este paso el 
investigador puede elegir la librería de su preferencia, pues en los últimos años, la industria de 
proveedores de compuestos ha crecido para proporcionar el descubrimiento de fármacos con 
compuestos de detección y se estima que hay más de 16 millones de compuestos disponibles de 





Finalmente, debido a la gran cantidad de moléculas resultantes del acoplamiento, además 
de los valores de energía de interacción, se utilizaron otros análisis para definir los compuestos 
seleccionados para la experimentación in vitro; por ejemplo, el número de sitios de interacción que 
tuvo cada compuesto, las propiedades farmacocinéticas (ADME), predicciones de citotoxicidad y 
verificación del establecimiento de enlaces de hidrogeno entre el complejo compuesto – ligando. 
En este sentido se ha establecido que la fallas en el desarrollo de fármacos (40%) se presentan por 
problemas en propiedades ADME (114), por ello el análisis de propiedades ADME minimiza 
costos en la búsqueda y selección de fármacos, pues la viabilidad de los fármacos depende de la 
interacción con los sistemas biológicos, lo cual afecta la biodisponibilidad y propiedades 
farmacocinéticas (115). Adicionalmente, se debe tener en cuenta que a pesar de que los estudios 
preclínicos de propiedades ADME ayudan a la reducción de fallas en la farmacocinética, no se 
puede olvidar que la toxicidad del fármaco sigue siendo un problema (116,117). Por esta razón, 
para esta investigación se seleccionaron dos programas que permitieran analizar estos dos 
aspectos, propiedades ADME y citotoxicidad, para el calculo de propiedades ADME se utilizó un 
programa licenciado que proporciona rangos para comparar las propiedades de una molécula en 
particular con las del 95% de los medicamentos conocidos (59) y el programa en línea ProTox-II 
usa la similitud molecular, farmacóforos y modelos de aprendizaje automático para la predicción 
de varios criterios de valoración de toxicidad; tales como toxicidad aguda, hepatotoxicidad, 
citotoxicidad, carcinogenicidad, mutagenicidad, inmunotoxicidad, los cuales se basan en datos de 
ensayos in vitro e in vivo, tomando una estructura química bidimensional como entrada e 
informando el posible perfil de toxicidad de la sustancia química soportado en 33 modelos de 




tengan unas propiedades farmacológicas optimas y que presenten una baja o no presenten 
características citotóxicas, lo cual se pudo comprobar en este trabajo en células de ligamento 
periodontal. Sin embargo, es claro que se necesita complementar estos resultados en otras líneas 
celulares y lo mas importante en modelos in vivo. 
 
Muchas de las investigaciones que tienen como propósito inhibir la formación de 
biopelículas dentales, reportan compuestos o moléculas con actividades antimicrobianas (73,118–
120), algo que puede ser critico para la cavidad oral, debido que compuestos con esta actividad 
generalmente no son selectivos, por tanto, además de matar bacterias cariogénicas, pueden 
terminar con bacterias importantes para el mantenimiento de la salud oral (121) y aunque muchas 
bacerias están asociadas a patologías en humanos, también existen otras que tienen efectos 
positivos, como S. dentisani, una bacteria recientemente descrita y que parece estar asociada a 
personas que no han tenido experiencias de caries (122).  
 
Por lo  anterior, en los últimos años se buscan compuestos que puedan atacar 
selectivamente a S. mutans sin afectar otros microrganismos orales importantes, lo que podría 
lograrse con estrategias de búsqueda virtual de compuestos y que ha sido corroborado con 
compuestos que parecen tener selectividad por Gtfs de S. mutans sin afectar otras bacterias (28,38); 
este fue uno de los propósitos de la presente investigación, en donde se buscaban compuestos 
selectivos para el Ag I/II, una adhesina que esta presente en muchas bacterias asociadas a 
patologías y aunque no se realizaron ensayos en otras especies bacterianas diferentes a a S. mutans 
, solo se usó esta bacteria y la levadura C. albicans en quienes no se evidenció actividad 




posible que estos compuestos no afecten la viabilidad de otras bacterias que no se desean atacar. 
Adicionalmente, dentro de la estrategia de búsqueda y selección de los compuestos se tuvo en 
cuenta la predicción de citotoxicidad, por lo cual, de acuerdo a lo esperado los compuestos no 
presentaron efectos sobre el crecimiento de un modelo celular humano, es decir, las células FLP a 
concentraciones < 100 µM, pero debido a que en las células FLP tratadas con los compuestos se 
observaron cambios de tamaño y granularidad es importante corroborar estos hallazgos con mas 
líneas celulares y otras técnicas que permitan evaluar otras características celulares, adicionales al 
crecimiento como la incorporación de DIOC6 (3,3′-dihexyloxacarbocyanine iodide) para la 
medición del potencial de membrana mitocondrial (123) o pruebas de apoptosis como Anexina V  
(124). 
 
Además de que los 3 compuestos encontrados no presentaron características citotóxicas, 
tuvieron la capacidad de inhibir significativamente (<90%) la adhesión in vitro de S. mutans en 
microplacas de poliestireno a concentraciones de 200 µM, inclusive el compuesto ZI-187 a 100 
µM continúa presentando una inhibición significativa. Al igual que en este trabajo, diversos 
estudios se han enfocado en interrumpir alguno de los tres mecanismos importantes para el 
desarrollo de biopelícula de S. mutans, como lo es evitar la adhesión dependiente de sucrosa, evitar 
la adhesión independiente de sucrosa e interrumpir las señales celulares o “Quorum sensing” (125). 
La presente investigación se realizó dentro de las estrategias para evitar la adhesión independiente 
de sucrosa, la cual ha sido direccionada principalmente a bloquear la sortasa A, una transpeptidasa 
involucrada en el anclaje de diversas proteínas de superficie celular, incluido el Ag I/II, a través 
del motivo LPXTG. Se ha encontrado que diversas moléculas pueden disminuir la formación de 




un fenol natural (Curcuma longa) posee un IC50: 10 µM y una MIC de 175 µM (42), pero a pesar 
de los múltiples beneficios de esta molécula, también se han evidenciado algunos efectos tóxicos 
relacionados con las altas dosis de su uso como suplemento en la dieta (126,127), por tanto es 
importante tener en cuenta para esta molécula su actividad antimicrobiana que podría afectar 
bacterias importantes en cavidad oral y adicional a ello que presente efectos secundarios como 
pigmentación dental, dado que es un colorante. Adicionalmente, se han propuesto otros productos 
naturales como el Morin con IC50: 27,2 µM (41), un IC50 similar al obtenido por los compuestos 
ZI-187 y ZI-939 (IC50: 28 µM). Sin embargo, también se ha reportado actividad antimicrobiana 
del Morin con algunas bacterias, incluida S. mutans (128), por el contrario los compuestos 
encontrados en este estudio no presentaron actividades citotóxicas o antimicrobianas a 
concentraciones de 100 y 1000 µM, respectivamente. Por último, la simulación de dinámica 
molecular soporta estos hallazgos ya que en las interacciones complejo ligando, durante 300ns, el 
compuesto ZI-187 posiblemente se mueve en el “pocket” de la proteína 3IPK, pero no 
drásticamente pues se mantiene estable; además, se evidencian algunas fluctuaciones en los 
residuos de amino ácidos de la proteína 3IPK cuando se compara su estructura APO con su 
estructura en el complejo de interacción (3IPK/ZI-187), lo que podría ser consistente con los 
residuos específicos de 3IPK que interactúan con ZI-187, ya que fueron identificados diferentes 
tipos de interacciones de ZI-187 con residuos en esas ubicaciones como Leu 553 - Asp 554 - Thr 
586 - Val 587 y Lys 811 - Lys 812 - Asn 814 - Ile 815 - Trp 816 (Tabla 8).  
 
Finalmente, esta investigación permitió encontrar 3 compuestos ZI-197, ZI-939 y ZI-906 
con capacidad inhibitoria de la adhesión de S. mutans, los cuales fueron seleccionados por su 




Adicionalmente, permitió estandarizar una seria de pasos para definir una estrategia virtual para la 
búsqueda y selección de compuestos, con bajas características citotóxicas (Figura 18), pues, 
aunque en esta investigación los compuestos encontrados no presentaron dichas características es 
importante continuar con otros ensayos que permitan corroborarlo y aunque esta estrategia utilizó 
a S. mutans LT-11, podría ser aplicable a otros patógenos, para la búsqueda de inhibidores. 
  
  
Figura 18. Estrategia computacional propuesta para la búsqueda y selección de compuestos: Descripción del 
protocolo de análisis computacional para la búsqueda y selección de compuestos con potencial inhibitorio de la 





Dado que la caries es una patología multifactorial, su prevención no es algo trivial y aunque 




continuar buscando compuestos que sean selectivos y seguros, tratando que minimizar los efectos 
secundarios sobre el paciente y sobre los microorganismos que son de importancia para el 
mantenimiento de la salud bucal. En esta investigación se propuso una estrategia  de búsqueda de 
compuestos, bajo un modelo cariogénico de la bacteria S. mutans, sin embargo, esta estrategia 
puede ser aplicable a la búsqueda de compuestos para cualquier patógeno, gracias a ello se 
obtuvieron 3 compuestos ZI-187 (IC 50: 30,7 µM), ZI-939 (IC:50: 12,6 µM) y ZI-906 (IC50: 78,6 
µM), con capacidad de inhibir mas de un 90% la adhesión de S. mutans-LT11 a microplacas de 
poliestireno, siendo compuestos que no presentaron características tóxicas predictivas, 
corroboradas in vitro en un modelo celular humano en el que se utilizaron fibroblastos de 
ligamento periodontal tratados por 24 horas con 100 µM de cada compuesto y no se afectó su 
crecimiento. Adicionalmente, no se observó actividad antimicrobiana sobre S. mutans LT-11 ni C. 
albicans - NCPF 3179, a concentraciones de 1000, 100 y 10  µM expuestas a los compuestos por 
el mismo tiempo. Por otro lado, usando como modelo el compuesto ZI-187 (100 µM) se observó 
que no hay efectos sobre la morfología bacteriana y finalmente se corroboró la estabilidad y 
afinidad de la unión entre al compuesto ZI-187 y la proteína 3IPK, mediante una simulación de 
dinámica molecular por un periodo de 300 ns. Dado lo anterior, estos compuestos son promisorios 
para la prevención de la co-adhesión y la co-agregación de S. mutans, sin presentar efectos 
adversos sobre las células del huésped o sobre su flora microbiana, siendo ideales para la 
continuidad de estudios posteriores que permitan continuar en la búsqueda de una terapia 









Esta investigación genera diversos interrogantes, importantes para la generación de nuevos 
proyectos de investigación orientados al establecimiento de compuestos que puedan ser usados 
para prevenir el desarrollo de la biopelícula dental y por tanto del desarrollo de caries. Por ello, 
sería recomendable realizar una evaluación de los compuestos propuestos en el presente trabajo, 
en otros modelos celulares para corroborar que no presentan citotoxicidad, evaluar si los 
compuestos tienen la capacidad de inhibir la adhesión de otras bacterias cariogénicas, establecer 
modelos de biopelícula mono-multiespecies para evaluar si los compuestos, además de inhibir la 
adhesión,  tienen capacidad inhibir la formación de biopelícula en diferentes tiempos (24, 48, 72 
horas) y si tienen la capacidad disgregar la biopelícula ya establecida. Un complemento a esto 
ensayos sería analizar la producción de EPS, de niveles de proteínas adhesinas cuando S. mutans 
es tratado con los compuestos y se podría realizar un análisis transcriptómico de biopelículas 
sometidas al tratamiento de los compuestos que permita conocer que genes y como varían su 
expresión al ser sometidos a estos compuestos, para finalmente poder establecer modelos 











Anexos 1: Secuencia de comandos o ¨script¨ ejecutada en el paquete R-studio (Versión 1.0.156) para la 
búsqueda de compuestos que se encontraron con mayor frecuencia en los diferentes sitios de unión de ligando 
en todos los acoplamientos: 
 
setwd("C:/Users/admin/Desktop") 
























Anexos 2: Resultados de los alineamientos  se secuencia para las proteínas 3IPK y 3QE5 en bases de datos 










































































• Prokaryota  (taxid:2), sin humano 
 
 
• Prokaryota  (taxid:2),  sin Homo sampiens (taxid:9606) y sin Streptococcus 


















Anexos 3: Resultados del análisis de predicción de citotoxicidad de los compuestos ZI-187, ZI-939, ZI-906 










































Anexos 4: Resultados de las pruebas estadísticas realizadas a los datos obtenidos de las pruebas de actividad 
antimicrobiana de los compuestos ZI-187, ZI-939 y ZI-906 a concentraciones de 1000 -100 -10 µM, sobre el 



















Las medianas varian 





Control de solvente 
(DMSO 10%) 0,0434 NO 0,2495 SI < 0.0001 SI (****) NO NS
Control muerte (CHX 
0.2%) 0,5359 SI 0,8697 SI SI ***
 1000 µM 0,6251 SI 0,3856 SI NO NS
 100 µM 0,8762 SI 0,4895 SI NO NS
 10 µM 0,8613 SI 0,9794 SI NO NS
Control de solvente 
(DMSO 10%) 0,0434 NO 0,2495 SI < 0.0001 SI (****) NO NS
Control muerte (CHX 
0.2%) 0,5359 SI 0,8697 SI SI **
 1000 µM 0,5511 SI 0,4583 SI NO NS
 100 µM 0,5031 SI 0,2903 SI NO NS
 10 µM 0,4666 SI 0,4513 SI NO NS
Control de solvente 
(DMSO 10%) 0,0434 NO 0,2495 SI < 0.0001 SI (****) NO ns
Control muerte (CHX 
0.2%) 0,5359 SI 0,8697 SI SI ***
 1000 µM 0,4354 SI 0,1456 SI NO ns
 100 µM 0,5394 SI 0,1464 SI NO ns
 10 µM 0,9217 SI 0,9419 SI NO ns
Compuesto ZI - 906
Compuesto ZI - 939
PRUEBA DE NORMALIDAD 
Prueba Kruskal-Wallis 
Pruebra de comparaciones 
multiples de DunnD'Agostino & Pearson Shapiro-Wilk




Anexos 5. Resultados de las pruebas estadisticas realizadas a los datos obtenidos de las pruebas de actividad 
antimicrobiana de los compuestos ZI-187, ZI-939 y ZI-906 a concentraciones de 1000 -100 -10 µM, sobre el 





























Control solvente (DMSO 10%) 0,8607 SI 0,7663 SI < 0.0001 SI (****)
Control muerte (CHX 0.2%) 0,3745 SI 0,1115 SI NO NS
 1000 µM 0,1431 SI 0,0371 NO NO NS
 100 µM 0,4275 SI 0,341 SI NO NS
 10 µM 0,7427 SI 0,5363 SI NO NS
Control solvente (DMSO 10%) 0,8607 SI 0,7663 SI < 0.0001 SI (****)
Control muerte (CHX 0.2%) 0,3745 SI 0,257 SI NO ns
 1000 µM 0,9333 SI 0,9854 SI NO ns
 100 µM < 0.0001 NO 0,0003 SI SI **
 10 µM 0,3808 SI 0,0576 SI SI **
Control solvente (DMSO 10%) 0,0434 NO 0,2495 SI < 0.0001 SI (****)
Control muerte (CHX 0.2%) 0,5359 SI 0,8697 SI NO NS
 1000 µM 0,4354 SI 0,1456 SI NO NS
 100 µM 0,5394 SI 0,1464 SI SI *
 10 µM 0,9217 SI 0,9419 SI SI **
Compuesto ZI - 906
Compuesto ZI - 939
PRUEBA DE NORMALIDAD 
Prueba Kruskal-Wallis 
Pruebra de comparaciones 
multiples de DunnD'Agostino & Pearson Shapiro-Wilk
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